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Vários métodos in vitro têm sido empregados para a investigação das 
atividades biológicas de plantas usadas na medicina popular para o tratamento de 
processos inflamatórios. Os eventos associados à resposta inflamatória são 
complexos, sendo a quimiotaxia uma das etapas fundamentais desse processo, 
recrutando leucócitos para o local da lesão. 
Neste trabalho, investigou-se a influência dos extratos hidroalcóolicos de 
Chamomilla recutita (L.) Rauschert, Rauvolfia sellowii Muell. Arg, Hybanthus 
bigibbosus (St.-Hil) Hassler e Anchieta pyrifolia (Mart.) G. Don, conhecidas 
popularmente como camomila, pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipó-suma, 
respectivamente, sobre a quimiotaxia de leucócitos humanos, estimulados a 
migrar contra um gradiente de caseína, utilizando-se o método de Boyden. 
Dexametasona foi utilizada como controle de inibição do procedimento 
experimental. 
Os resultados aqui apresentados demonstraram efeito inibitório significativo 
sobre a migração de polimorfonucleares induzida por caseína para todas as 
plantas testadas. Entretanto, essa atividade variou de intensidade conforme a 
concentração e a espécie estudada. Para a camomila, onde analisou-se uma 
amostra produzida em solo local e uma importada, observou-se um efeito inibitório 
máximo de cerca de 34%, para ambas, nas doses de 10 e 0,1 mg/ml, 
respectivamente, comparável aos 31% exercido pela dexametasona (10 M),. 
Para os extratos de pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipó-suma, esses valores 
foram de aproximadamente 20, 15 e 8%, nas doses de 1000, 10 e 1ng/ml, 
respectivamente. 
De particular interesse, além do surpreendente efeito inibitório do extrato 
de camomila sobre a quimiotaxia dos leucócitos, foram os resultados observados 
quando essa atividade pôde ser parcialmente bloqueada pelo pré-tratamento dos 
leucócitos com as drogas morfina e naloxona, sugerindo a mediação desses 
efeitos via receptores opióides. Análise da composição do óleo essencial de 
ambas, com o objetivo de comparar qualitativa e quantitativamente seus 
componentes ativos, demonstrou inversão na constituição relativa dos óxidos 
derivados do a-bisabolol. 
Embora estudos mais aprofundados sejam necessários, os resultados aqui 
apresentados e as informações deles derivadas podem servir como uma base 
preliminar de dados, contribuindo para esclarecer a atividade antiinflamatória 
atribuída a essas plantas na medicina caseira. 
Palavras chave: plantas medicinais, migração leucocitária, receptores 
opióides, caseína, inflamação, quimiotaxia. 
Several in vitro methods have been used for the investigation of the 
biological activities of herbal plants used in folk medicine for the treatment of 
inflammatory conditions. The events associated with the inflammatory response 
are complex, and chemotaxis is just one of the fundamental steps of such process, 
which recruits leukocytes to the inflammatory sites. 
In this study, we have investigated the ability of hydroethanolic extracts from 
Chamomilla recutita (L.) Rauschert, Rauvolfia sellowii Muell. Arg, Hybanthus 
bigibbosus (St.-Hil) Hassler and Anchieta pyrifolia (Mart) G. Don, locally known as 
camomila, pau-pra-tudo, canela-de-veado, and cipo-suma, respectively, in 
interfering with the human leukocytes migration induced by casein, using the 
Boyden chamber method. Dexamethasone has been used as a positive control for 
leukocyte inhibition in the same experimental approach. 
The data herein presented showed a significant inhibition of the casein-
induced polymorphonuclear leukocytes migration for all plants studied. However, 
the intensity of such activity was variable according to the dose and plant tested. 
For camomila, the maximum inhibition effect was -34%, similar to the 31% found 
for dexamethasone. For pau-pra-tudo, canela-de-veado, and cipo-suma extracts 
the values found were 20, 15, and 8%, for the doses of 1000, 10, and 1^g/ml, 
respectively. 
Of particular interest, apart from the unexpected leukocyte inhibitory effects 
of camomila extract, were the results observed after treating these cells with the 
drugs morphine and naloxone, in which such activity could be partially blocked, 
suggesting that these effects might be opioid receptors' mediated. 
Analysis of the essential oil of both national and imported samples, with the 
aim of comparing the presence of active components, has shown an inversion of 
the relative constitution of the a-bisabolol derivative oxides. 
Although further studies are needed, the results and suggestions 
presented in this study may be useful to clarify the anti-inflammatory properties of 
these herbal medicines, supporting their ethno-medical application in the treatment 
of inflammation diseases. 
Key words: herbal plants, chemotaxis, leukocyte migration, opioid 
receptors, casein, inflammation, chemotaxis. 
INTRODUÇÃO 
O aprimoramento da saúde e o conhecimento técnico que vise melhorar a 
qualidade de vida estão se tomando cada vez mais complexos e onerosos. Muitos 
países vêm considerando as dificuldades para o consumo social de produtos 
farmacêuticos de alto custo e, até aqueles mais ricos, já perceberam a disparidade 
entre os altos preços dos serviços e a escassez dos benefícios gerados por tais 
sistemas (Eldin & Dunford 2001). 
O uso de plantas medicinais no tratamento de diversos tipos de doenças 
é tradicional na cultura humana e os serviços de saúde e as instituições a eles 
ligados devem estar voltados para o aproveitamento desse conhecimento 
tradicional (Eldin & Dunford 2001). Esta preocupação parece estar presente em 
nosso país, pois como fruto de deliberações ocorridas durante a 10a Conferência 
Nacional de Saúde, realizada em Brasília em 1996, ressaltou-se "... a 
incorporação no SUS, em todo o país, de práticas de saúde como a fitoterapia, a 
homeopatia e a acupuntura" (parágrafo 286.12) (Saúde 1996a), deliberando-se 
também sobre "... terapias alternativas e práticas populares (parágrafo 351.10), 
além do incentivo à fitoterapia e à homeopatia na assistência farmacêutica 
pública" (Saúde 1996b). 
A fitoterapia ressurge, então, como uma opção medicamentosa bem 
aceita e acessível a todos. Hoje, cerca de 80% da população dos países de 
terceiro mundo faz uso de produtos naturais para o tratamento de problemas 
primários de saúde (Mans et al 2000). Mesmo em países industrializados, uma 
grande porcentagem dos produtos farmacêuticos comercializados provém de 
produtos naturais (Eldin & Dunford 2001). Assim, os produtos extraídos de plantas 
medicinais continuam a representar uma diversidade química única, a qual 
continuará a ser uma fonte importante de compostos-mocíelo para programas de 
investigação clínica, iniciados a partir da observação das espécies de plantas 
regionais popularmente utilizadas. 
De acordo com estudos de Willianson e colaboradores, estima-se que o 
planeta Terra possua entre 370.000 e 500.000 vegetais superiores que elaboram 
metabólitos secundários com potencial interesse medicinal (Willianson et al 1996). 
No Brasil, diante de uma flora tão rica e diversificada, a utilização de plantas como 
medicamentos caseiros é ampla, tornando imperativo para o país a criação de 
uma política de incentivo à investigação científica das potencialidades terapêuticas 
desta fonte alternativa de medicamento. 
Vários modelos experimentais, in vivo e in vitro, estão hoje disponíveis 
para tal investigação. De particular interesse são aqueles direcionados ao estudo 
das atividades antiinflamatórias devido ao grande número de espécies vegetais 
utilizadas na medicina popular para o combate de processos inflamatórios. 
Inflamação e resposta inflamatória 
A inflamação é fundamentalmente uma resposta de defesa e proteção do 
organismo afetado, cujos objetivos principais são a eliminação do agente agressor 
e das conseqüências que ele possa vir a causar. 
A reação inflamatória é um fenômeno estereotipado, cujos sinais rubor, 
tumor, calor e dor foram primeiramente descritos por Celsius, 178 a.C. A estes, 
Galeno (Cotran 1994) adicionou a perda de função. Atualmente, sabe-se que 
estes sinais são conseqüências da liberação de substâncias químicas encontradas 
no local da lesão, particularmente, as citocinas (Silva 1978, Sedgwick & 
Willoughby 1985). 
As citocinas inflamatórias são substâncias químicas circulantes no plasma 
e importantes mediadores das respostas vascular e celular desencadeadas pelo 
estímulo inflamatório. Dentre elas, destacam-se as interleucinas 1 (IL-1), IL-6 e 
IL-8, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-<x) e o fator estimulador de colônia de 
macrófagos e granulócitos (GM-CSF) (Springer 1994, Cassatella 1995, Springer 
1995). 
No decorrer de urn processo infeccioso ou inflamat6rio, os leuc6citos 
circulantes no sangue periterico aproximam-se da parede vascular devido a 
presenca de mediadores da inflamacao, liberados por celulas presentes na area 
de lesao, tais como bacterias, celulas lesadas ou frac;Oes do complemento, 
passando a ocupar uma posi~o mais periterica. Em seguida, aderem-se 
firmemente, mas de forma transit6ria, ao endotelio e atravessam a parede do 
vaso. Ap6s a diapedese, continuam a migrar em dir~o ao foco inflamat6rio pelo 
processo de quimiotaxia (Dekker & Segal 2000). 
Dessa forma, pelo menos tres etapas estao distintamente envoMdas no 
desenvolver de urn processo inflamat6rio: {1) adesao dos leuc6citos ao endotelio, 
(2) sua passagem atraves do endotelio vascular e (3) migravao em dire<;ao ao 
estimulo quimiotatico (Dekker & Segal 2000, Mackai & Rosen 2000). A Figura 1 
ilustra, de forma esquematica esses eventos. 





Figura 1. Eventos leucocitjrfos na inftama~io. Durante urn processo 
inflamat6rio, os leuc6citos, primeiramente rolam, fixam-se transitoriamente e 
aderem-se ao endotelio vascular, ocorrendo, entao, a diapeclese seguida da 
migracao em direcao aos estimulos quimiotaticos liberados no local da lesao. 
3 
Uma função crítica da inflamação é a migração de células especializadas 
provenientes do sangue periférico para o tecido conjuntivo no qual se situa o foco 
inflamatório. Estudos recentes têm demonstrado que os mecanismos moleculares 
que recrutam os diferentes tipos de leucócitos para as áreas inflamadas são 
similares (Mackai & Rosen 2000). Esses experimentos também mostram que a 
adesão, a transmigração e a locomoção de leucócitos envolvem a ativação, por 
ligantes específicos, de diferentes famílias de receptores presentes na superfície 
dessas células e na matriz extracelular (Bokoch 1995, Dekker & Segal 2000). 
A maioria dos receptores protéicos envolvidos na migração celular 
pertence à família de receptores associados ao complexo heterotrimérico da 
proteína G, genericamente denominados metabotrópicos (Rang et al 2001), os 
quais respondem através de uma sucessão de interações e desacoplamentos das 
subunidades protéicas a, (3 e y até a associação final com uma enzima-alvo, a qual 
se torna uma ativadora de moléculas sinalizadoras, também denominadas 
mensageiros secundários (Alberts et al 1994). 
A ativação de um receptor, seja qual for a sua família, ou o mecanismo de 
transdução por ele desencadeado, direciona o comportamento celular e culmina 
no desencadeamento de uma ou mais atividades celulares, incluindo os 
mecanismos observados nas respostas inflamatórias como a mobilização de Ca+2 
intracelular (Hallet et al 1990), rearranjo do citoesqueleto (Smith et al 1979), 
exocitose, indução da expressão de receptores de superfície, mudanças na 
adesão e agregação (Smith et al 1979), indução da produção de superóxidos 
(Simchowitz & Spilberg 1979, Thelen et al 1993), aumento da atividade metabólica 
(Bokoch 1995), quimiotaxia (Zigmond 1977), dentre outras como revisado 
recentemente por Dudez e colaboradores (2002). 
Os neutrófilos e a quimiotaxia 
Das células com grande capacidade de responder a estímulos 
quimiotáticos destacam-se os granulócitos circulantes no sangue periférico. Dentre 
esses, os neutrófilos, também conhecidos como polimorfonucleares (PMN), 
constituem a população celular primária na defesa contra vários tipos de 
microorganismos presentes no meio ambiente, acumulando-se rapidamente no 
sítio invasivo ou de lesão. Sua participação no processo inflamatório é 
multifuncional e envolve (1) reconhecer seletivamente o agente agressor, 
responder apropriadamente por meio de (2) locomoção, (3) fagocitose do 
microorganismo e sua (4) eliminação. Para tanto, possuem a habilidade de 
secretar substâncias não só capazes de retardar a disseminação da infecção, 
mas, quando necessário, também recrutar outros tipos de leucócitos para o foco 
infeccioso/inflamatório (Loyd & Oppenheim 1992, Cassatella 1995). Seu núcleo 
polilobulado permite ultrapassar poros muito menores que o seu diâmetro, 
característica esta que serve como pré-requisito à sua habilidade de se comprimir 
e passar através do pavimento de células endoteliais (diapedese) e continuar 
migrando em direção ao foco inflamatório pelo processo de quimiotaxia. 
O neutrófilo é uma célula que participa da defesa inata e, nos tecidos, 
está presente em todas as portas de entrada do organismo humano que fazem 
contato com o meio externo. Com um tempo de vida média na circulação de 
aproximadamente sete horas (Quesenberry & Colvin 2000), passam a maior parte 
desse tempo trafegando no sangue periférico, num processo passivo. Para o 
mesmo número de neutrófilos que está circulando no leito central do vaso, tem-se 
igual quantidade na porção mais periférica, próxima ao endotélio, representando o 
subcompartimento marginal, denominado "pool" marginal. 
Para que o organismo possa atender a uma demanda tecidual extra 
como, por exemplo, no combate a patógenos invasores, a medula óssea dispõe 
de um compartimento de reserva, composto por neutrófilos segmentados e seus 
precursores imediatos, os neutrófilos bastonetes e os metamielócitos. Assim, 
quando necessário, um maior número de leucócitos pode ser lançado na corrente 
circulatória, ocasionando leucocitose, geralmente acompanhada do aumento do 
número de neutrófilos segmentados (neutrofilia) e de bastonetes (desvio nuclear à 
esquerda, DNE). Essa leucocitose, em casos de uma infecção severa, pode ainda 
estar associada à alterações morfológicas características, como a presença de 
granulações tóxicas, corpúsculos de Dõhle e vacuolização citoplasmática, 
formando os chamados granulócitos tóxicos (Lee et al 1999). 
Um dos eventos primários, portanto, na resposta inflamatória é o 
recrutamento de neutrófilos para o sítio da inflamação, decorrente de diferentes 
estímulos relacionados à ativação dessas células. Sua presença disseminada pelo 
organismo, associada à habilidade de locomoção, permitem a essas células 
exercer estrita e contínua vigilância nos tecidos contra agentes estranhos 
(Springer 1995). Movendo-se a uma velocidade de até 30n.m/min, são as células 
não-ciliadas mais rápidas do organismo humano (Ramsey 1972a, Ramsey 1972b). 
Seu movimento amebóide é um processo ativo que requer energia, cuja fonte 
provém do ATP gerado pela glicólise anaeróbica (Wilkinson 1974a). 
De acordo com Sheetz e colaboradores (1999), este ciclo de motilidade, 
quando observado sob microscopia de luz comum, pode ser dividido em cinco 
fases: 
• extensão da parte celular sensitiva ao estímulo (fronte celular); 
• adesão à matriz de contato (substrato); 
• contração do citoplasma; 
• liberação do sítio de contato; 
• reciclagem dos receptores localizados na parte posterior da célula para sua 
parte anterior (fronte). 
A quimiotaxia, ou o movimento celular direcional a favor (quimiotaxia 
positiva) ou contra (quimiotaxia negativa) um gradiente químico, é comum à várias 
células eucarióticas e, no caso particular dos leucócitos, é o mecanismo pelo qual 
essas células se acumulam no sítio inflamatório (Wilkinson 1996). 
Quando os PMN percebem um gradiente quimiotático, eles alteram sua 
forma, tornam-se morfologicamente orientados e migram continuamente (Zigmond 
1978, Zigmond 1988), com a parte da célula que primeiro percebeu o gradiente 
(fronte) tendendo a acumular actina polimerizada. A Figura 2 ilustra as diferentes 
morfologias adotadas quando um PMN é exposto à uma substância quimietática. 
A resposta quimiotática é tão eficiente que uma célula pode perceber uma 
diferença de concentração menor do que 1% sobre sua superfície (Zigmond 
1977). Porem, esta propriedade requer a presenya de multiplos receptores 
particularmente bern integrados, de forma que os PMN possam identificar 
diferenyas de ocupa<;ao desses receptores por toda a extensao de sua superffcie 
(Snyderman & Goetzl1981). 
Apos estimula<;flo quimiotatica e ativa<;ao de vias altemativas de 
sinaliza<;ao, ocorre a polimeriza<;ao de actina monomerica soluvel, produzindo 
filamentos insoluveis ramificados (F-actina), que se concentram na bainha frontal 
(lamelipodium) , em contraste com baixas concentrar;oes no polo oposto 
(uropodium) (Wilkinson 1996). Esta polimeriza<;ao localizada empurra a membrana 
celular para frente, acompanhada de contra<;ao do polo posterior, a qual e 
mediad a pela miosina II (Chung eta/ 2001 ). 
Figura 2. Cicio de motilidade celular sob microscopia de luz. Quando urn neutr6filo 
e exposto a uma subs~ncia estimulat6ria, ele responde alterando sua morfologia de 
esferica, nao estimulada, para uma forma plana, iniciando com a forma~o do 
pseudopodium, extensao e polariza~ao , quando a celula se torna, en~o . 
morfologicamente orientada em dire~ao a maior concentra~ao do estimulo (seta em 
negrito). Os quadros, como indicado, ilustram as fases sucessivas que levam a altera~ao 
morfol6gica final. 
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A polaridade morfológica é também funcional, pois a porção anterior da 
célula polarizada, que primeiro "percebeu" o gradiente de quimioatraente, possui 
mais receptores, sendo, portanto, mais responsiva que a porção posterior. Tal 
distribuição permite às células detectar, de forma mais acurada, a direção do 
estímulo, assim como distinguir pequenas diferenças de concentração de diversos 
fatores quimiotáticos durante o complexo processo de migração celular ao sítio 
inflamatório (Haston & Wilkinson 1987, Servant et al 1999, Dekker & Segal 2000, 
Servant et al 2000). 
É importante salientar que a polarização e a redistribuição de receptores 
não requer a presença de gradientes quiomiotáticos. Elas ocorrem igualmente 
quando as células encontram-se em concentrações uniformes de quimioatraentes, 
dependendo apenas da presença do quimioatraente. Este, numa concentração 
máxima, induzirá máxima polarização nas células (Haston & Wilkinson 1987). A 
Figura 3 ilustra, com pormenores, esses eventos. 
Se os PMN são colocados sobre um substrato adequado, na ausência de 
qualquer substância estimulante, eles migram ao acaso, em várias direções e de 
fornia persistente (movimento ao acaso ou randômico) (Devreotes & Zigmond 
1988). Ao adicionar-se um agente estimulante, isto é, uma substância quimiotática 
ao meio, os PMN terão essa motilidade acelerada. Entretanto, caso não se possa 
precisar o local da fonte do estímulo (ausência de gradiente de concentração), 
esses movimentos acelerados também ocorrerão ao acaso. Este aumento de 
velocidade na motilidade é denominado quimiocinese (Keller, etal 1977). 
A interação entre quimiotaxia e quimiocinese na resposta inflamatória é de 
extrema importância, pois a primeira leva os leucócitos ao local da lesão, 
enquanto a outra permite seu acúmulo. Ambas são necessárias ao exercício das 
multifunções celulares que concorrem para a morte (no caso de patógenos) e 
eliminação do agente invasor, assim como a reparação tecidual local (Wilkinson 
1980). 
qttimioatracnte 
II receptor dessensibtlizado 
~ receptor alivado 
~ sinal intracelular 
_.. direr;ilo de migrQfiJo 
: - . · ' -- -
Figura 3. Atlva~o do neutr6filo. Uma celula percebe e responde a gradientes de 
concentra~o por meio de seus receptores. 0 local da superficie celular onde hll rnaior 
densidade de receptores ocupados promovera o sinal mais forte (seta amarela- passo 
1 }. A qui, o tamanho da cetula esta indicado pela linha pontilhada cinza, ainda em sua 
fonna nao ativada, arredondada. 0 estimulo quimiotatico leva a polanzat;ao da celula 
(passo 2). A direc;So para a subsequente migra~o depende do recrutamento dos 
receptores localizados nas outras partes da membrana celular e na ind~ daqueles 
que estao ainda dentro dos dep6sitos de reserva intracitoplasmatieos (passo 3), 
expressando-se na regiao que primeiro percebeu o gradiente (em vermelho). A celula 
responde, entao, especialmente ao estimulo, movendo-se ao acaso (passo 4), em zig-
zag, na direc;8o do estimulo. Ap6s liga~ do receptor com o ligante, os receptores 
tomam-se dessensibilizados (em azul), isto e, nao respondem mais ao ligante, sen do 
recidados (passo 5). Adaptado de Hanston 1987, Servant 1999, Servant 2000, Dekker 
2000. 
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A observação de que mediadores químicos induziam migração direcional 
dos leucócitos levou Pfeffer, cujos estudos relacionavam-se à migração de células 
vegetais, a usar o termo quimiotaxia (Pfeffer 1884). Alguns anos mais tarde, neste 
mesmo contexto, o oftalmologista Leber propôs que fagócitos podiam "perceber" 
e, em seguida, mover-se em direção a gradientes de concentração de 
determinadas substâncias (Leber 1888), denominadas quimioatraentes. Assim, o 
fenômeno da quimiotaxia foi apropriadamente definido como a reação pela qual a 
direção de locomoção das células é determinada por uma fonte local de 
substância quimioatraente (Keller et al 1977). Metchnikoff sugeriu, então, que os 
leucócitos seriam "atraídos" para o sítio inflamatório e que os fagócitos 
constituiriam a defesa básica contra infecções graves na maioria dos animais, 
incluindo os seres humanos (Metchnikoff 1893). Esta teoria fagocítica lhe conferiu, 
em 1908, o prêmio Nobel (Wilkinson 1996, Wilkinson 1998). 
A quimiotaxia leucocitária propriamente dita, ou seja, a migração estimulada 
de fagócitos, iniciou-se em meados do século XX, quando Comandon, utilizando 
cinematografia, demonstrou que bactérias e parasitas estimulavam a migração 
direcional de leucócitos (Comandon 1917). Os grupos liderados por McCutheon e 
Dixon foram os primeiros a quantificar respostas quimiotáticas e chamarem a 
atenção para o fato de que certas substâncias químicas têm a habilidade de 
mudar a direção do movimento celular (McCutcheon & Dixon 1936, Dixon & 
McCutheon 1938). Para De Bruyn, o movimento dos leucócitos assemelhava-se 
ao das amebas, fazendo o uso de pseudópodos através da transformação de seu 
conteúdo celular da forma de "gel" para "sol" (De Bruyn 1945). Este efeito está, 
provavelmente, relacionado à passagem da actina do seu estado solúvel, 
monomérica, ao filamentoso, polimerizado (Wilkinson 1996, Wilkinson 1998), 
como anteriormente citado. 
Em 1962, Boyden introduziu o uso de uma câmara artificial (Figura 4), 
confeccionada em material rígido que, ao ser separada em dois compartimentos 
por filtros de porosidade inferior ao diâmetro celular (Figura 5), pode medir a 
atividade de migração (Boyden 1962). Este método tomou-se o modelo uiri vitro" 





(200J.!I - 106celulas/ml) 
camara inferior 
200Jll I quimiotraente) 
filtro de 
policarbonato 
0 . . D 
Figura 4. Camara de Boyden. A camara de Boyden esquematicamente representada 
(A) consiste em urn cilindro de acrllico separado em urn compartimento superior (B), o 
qual recebe a popula9ao celular a ser estudada, e urn compartimento inferior (C), o qual 
e preenchido pela substancia quimioatraente, formados quando urn filtro de 








-13mm0 Compartimento inferior 
- 12J.tm espessura 
- poro com 5~m 0 
Figura 5. llustra~lo esquematlca do processo de migra~lo atraves de filtros. 
Leuc6citos estimulados por quimiotraentes migram, de fonna ativa, atraves de urn filtro 
separador (A) de porosidade inferior ao diametro celular, tomando posslvel a avafiayao 
da atividade migrat6na. 
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Agentes indutores de quimiotaxia 
As substâncias capazes de induzir quimiotaxia, denominadas 
quimioatraentes, não constituem uma classe específica de compostos e podem ter 
natureza exógena ou endógena. Dentre as substâncias exógenas que provocam 
alterações no comportamento locomotor dos leucócitos encontram-se alguns 
produtos de bactérias, como os peptídios A/-formilados (fMLP) (Rabgaoui et al 
1994, Qu et al 1995, Johansson et al 2002); certas citotaxinas como a caseína 
(Wilkinson 1974b, Wilkinson 1988a , Lewis & Van Epps 1983, Rabgaoui etal 1994, 
Siddiqui et al 1999, Wang et al 2001), os derivados de bactérias como os 
lipopolissacarídeos (Qu et al 1995), proteínas desnaturadas (Wilkinson 1988a), 
entre outras. Dentre as substâncias endógenas, as mais conhecidas são as 
citocinas, as quais, de modo geral, são capazes de estimular todos os tipos de 
leucócitos do sangue. Dessas, destacam-se algumas moléculas como a IL-8, o 
interferon gama, o TNF-a, além de componentes do sistema complemento como 
as frações C3a e C5a, os produtos relacionados à lipoxigenação do ácido 
araquidônico (leucotrienos), particularmente o LTB4 e o fator de ativação 
plaquetária (PAF) (Lewis & Van Epps 1983, Wilkinson 1988a, Cotran et al 1994, 
Bokoch 1995, Siddiqui etal 1999, Johansson etal2002). 
Recentemente, uma nova família de citocinas capazes de induzir 
quimiotaxia em vários tipos celulares foi descrita, recebendo a denominação 
genérica de quimiocinas. Caracterizam-se por serem moléculas pequenas, com 
70 - 80 resíduos de aminoácidos, agrupadas em quatro famílias de acordo com o 
número de aminoácidos entre os dois primeiros resíduos de cisteína dos quatro 
presentes na molécula (Springer 1995), e que possuem certa especificidade por 
diferentes subtipos de leucócitos (Baggiolini 1998). As a-quimiocinas (CXC) 
tendem a induzir quimiotaxia em neutrófilos e em células envolvidas com reparo 
tecidual. Seu representante mais conhecido é a IL-8, que pode interagir com os 
receptores CXCR1 e CXCR2. Já as p-quimiocinas (CC) agem preferencialmente 
sobre monócitos, macrófagos, eosinófilos, basófilos e linfócitos T (Baggiolini 
1998). 
Como ilustrado na Tabela 1, há um certo grau de especificidade da 
substância quimiotática em relação ao tipo de célula-alvo, assim como uma 
relação dose-dependente. Por exemplo, algumas substâncias que são muito 
potentes para ativar a quimiotaxia em neutrófilos, podem provocar moderada 
resposta em monócitos e serem inativos com linfócitos. Outras, estimulam vários 
tipos celulares, mas em concentrações diferentes. Além disso, uma substância 
pode, eventualmente, ligar-se a diferentes tipos de receptores, assim como um 
receptor pode acoplar-se a ligantes diferentes. Esta situação é referida na 
literatura como promiscuidade ligante-receptor (Broxmeyer & Kim 1999). 
Tabela 1. Fatores quimiotáticos indutores de polarização em 
leucócitos humanos. 
Máxima concentração efetiva (M) por tipo celular 
FATOR QUIMIOTÁTICO Neutrófilos Monócitos Linfócitos 
C5a 10"8 1CT8 inativo 
FMLP 10"9 5 x 10"9 inativo 
LTB4 lo^to icr9 10"9 inativo 
PAF IO'5 to 10"6 10"7 inativo 
Soro Albumina Humana 
(desnaturada) 5 x 10'
5 5 x 10'5 5 x 10-5 
TNF-a 10"9 10'9 inativo 
Caseína ativa ativa inativo 
C5a (fração C5 do complemento, ativada), /MLP (W-formil-metionil-leucil-
fenilalanina), LTB4 (leucotrieno B4), PAF (fator ativador de plaquetas), TNF-a 
(fator de necrose tumoral alfa). Adaptado de Lewis efa/1983; Wilkinson 1988 e 
Siddiqui efa/1999. 
A complexidade das interações ligante-receptor, a redundância de 
receptores e as interações entre diferentes caminhos intracelulares sinalizadores 
dificultam, o entendimento dos diversos eventos celulares específicos 
desencadeados durante uma resposta inflamatória, incluindo aqueles que 
envolvem a quimiotaxia (Broxmeyer & Kim 1999). 
A caseína como agente opióide e quimioatraente 
Há muitas substâncias capazes de induzir quimiotaxia nos leucócitos, 
particularmente nos PMN, e esta lista continuará, sem dúvidas, aumentando. 
Muitos peptídeos bioativos derivados de proteínas do leite, que são assim 
chamados por comportarem-se como substâncias exógenas regulatórias de 
muitas funções biológicas importantes, como as atividades antihipertensiva, 
imunomodulatória, antitrombótica e antibactericida (Meisel 1997), vêm sendo 
adicionados à ela. 
De especial interesse há a caseína, a fração protéica mais abundante do 
leite, a qual, desde a primeira demonstração do seu efeito quimioatraente por 
McCutcheon (McCutcheon & Dixon 1936), vem sendo amplamente utilizada em 
estudos que investigam a quimiotaxia de várias células (Solymossy et al 1986). 
Representando 80% e 40% das proteínas no leite de ruminantes e 
humanos, respectivamente (Kampa et al 1996), a caseína apresenta-se sob a 
forma de um complexo macromolecular de a, p e K-caseínas, unidas em 
suspensão por cálcio na forma de micelas insolúveis (Lewis & Van Epps 1983). 
Seus fragmentos peptídicos, obtidos por digestão enzimática, exibem diversas 
propriedades biológicas semelhantes à de peptídeos endógenos, particularmente 
como mensageiros químicos (Teschemacher et al 1997). São encontrados, bem 
como seus receptores, em diversos tecidos e órgãos, indicando sua importância 
funcional na biologia dos mamíferos (Farrell et al 2002). 
Das características funcionais mais conhecidas desses peptídeos, a que 
mais se destaca é a sua ação opióide (Brantl et al 1979, Brantl 1984, 
Teschemacher et al 1997, Godoy & Kitchen 2000), com diversos efeitos descritos 
na modulação das funções autônomas como respiração, pressão sangüínea, 
termoregulação e motilidade gastrointestinal (Massote et al 2002), além de serem 
elementos-chave no sistema nervoso central (SNC), especialmente com relação à 
percepção da dor (Akca et al 2002). Some-se a esses, os efeitos inibitórios 
descritos sobre as respostas imunes celular e mediada por anticorpos, na 
atividade das células NK, na expressão de citocinas e na atividade fagocítica 
(revisado em Skabo et al 2002). 
Como descrito para outras moléculas, esses peptídeos exercem suas 
ações como agonistas puros, agonistas parciais ou antagonistas, através da 
interação com receptores específicos presentes nas células-alvo através das 
proteínas G. O acoplamento ligante-receptor, transfere para o citoplasma um ou 
mais sinais químicos, via ativação da adenilato ciclase, desencadeando respostas 
celulares específicas (Rang et al 2001). Independentemente, facilitam também a 
abertura de canais de K+ e inibem a abertura de canais de Ca+2, causando 
hiperpolarização e inibindo a ação de neurotransmissores, respectivamente (Rang 
et a! 2001). 
Há, pelo menos, quatro tipos de receptores opióides descritos: 5, K 
(Fowler & Fraser 1994) e e (Nock et al 1993). Um quinto tipo foi recentemente 
relatado como pertencente à família ORL, mas, em contraste com os anteriores, 
parece exercer efeitos anti-opióides (Mollereau et al 1994). Esses receptores 
exibem diferentes funções farmacológicas, mas têm seus efeitos celulares 
mediados pela ativação do complexo proteína G (Gomes et al 2002, Massote et al 
2002, Skabo et al 2002). Por exemplo, a ativação do subtipo w resulta em 
analgesia, enquanto \i2 leva à depressão respiratória, sedação, dependência 
física, dentre outras. Porém, ativação de receptores K resulta em analgesia e 
sedação (Manica 1997). 
Como seus ligantes, os receptores opióides foram descritos em vários 
tecidos, mas são mais abundantes no SNC. São, também, encontrados em vários 
tecidos periféricos, incluindo as células do sistema imunitário (Stefano et al 1993, 
Chuang et al 1995, Grimm et al 1998a,) e, particularmente, nos leucócitos (Pasotti 
et al 1992, Makman et al 1995). Parece haver similaridades entre essas células e 
o tecido neuronal em relação à subunidade estrutural desses receptores e os 
mecanismos de transcrição de sinais (Mazzone et al 1994). 
A presença de receptores opióides no SNC e no sistema imunitário 
sugere que peptídeos opióides podem agir em ambos. Neste contexto, importante 
é o relato recente de que granulócitos secretam peptídeos opióides, 
principalmente p-endorfinas ligante agonista endógeno p. (Manica 1997, 
Machelska et al 2002). Como sugerido por Cabot, esses peptídeos, ao serem 
liberados no tecido inflamado, poderiam atuar, eventualmente, nos receptores 
opióides das terminações nervosas sensoriais periféricas, interferindo nos seus 
efeitos (Cabot 2001). Estas considerações têm relevância clínica fundamental, 
pois os opióides endógenos parecem estar envolvidos no controle de alguns sinais 
e sintomas clássicos da inflamação aguda como a dor e o calor, influenciando a 
analgesia (Machelska et al 2002) e a hipotermia (Baker & Meert 2002), 
respectivamente. 
Influência dos opióides na quimiotaxia leucocitària 
Há diferentes tipos de ligantes para receptores opióides que podem ser 
diferenciados de acordo com sua estrutura química. Além dos peptídeos já 
descritos, há os alcalóides, produtos naturais resultantes do metabolismo de 
certos tipos de plantas, e seus derivados sintéticos. 
Como exemplo clássico de um agonista natural está a morfina, que atua 
preferencialmente em receptores n (Stefano et al 1993), usada clinicamente como 
fármaco anestésico ou como bloqueador nas síndromes de dores intensas e cuja 
habilidade de modular a atividade de macrófagos (Roy et al 1991, Peterson et al 
1993, Rojavin et al 1993), a produção de anticorpos (Bussiere et al 1993, 
Eisenstein et al 1995), a função de linfócitos NK (Freier & Fuchs 1994, Carr et al 
1996), os níveis de citocinas (Bian et al 1995, Bertolucci et al 1996), a proliferação 
(Bryant et al 1988, Eisentein et al 1991), migração (Perez-Castrillon et al 1992, 
Makman et al 1995, Chao et al 1997, Grimm et al 1998a, Grimm et al 1998b) e a 
apoptose celulare (Fuchs & Pruett 1993, Stinghal et al 1998, Chadzinska et al 
1999) tem sido amplamente descrita. A naloxona, ao contrário, é um exemplo de 
composto antagonista, conhecido por reverter muitos dos efeitos da morfina (Rang 
et al 2001). Difere desta, também, por ligar-se a pelo menos três receptores 
opióides com diferente seletividade (N > K > Ô) (Rang et al 2001, Baker & Meert 
2002). 
A interferência dos opióides em processos inflamatórios tem sido 
investigada em diferentes sistemas experimentais. Apesar das variações nas 
condições de estudo utilizadas e dos animais usados nesses modelos, os 
resultados mostram um achado comum: diminuição das funções celulares 
importantes para a resistência do hospedeiro, particularmente na resposta a 
estímulos quimiotáticos (Chadzinska et al 1999, Miyagi et al 2000). 
O efeito dos opióides sobre os leucócitos de seres humanos é bem 
conhecido (Stefano et al 1993, Makman et al 1995, Miyagi et al 2000). Por 
exemplo, Mazzone e colaboradores, ao estudarem essas células provenientes de 
pacientes usuários de heroína e metadona, demonstraram correlação inversa 
entre um aumento da expressão de receptores opióides e a diminuição dos níveis 
de expressão de integrinas, da produção de radicais superóxidos e da resposta 
celular à estímulos quimiotáticos quando comparados a indivíduos sadios, 
sugerindo disfunção das células envolvidas nas respostas inflamatória e imune 
nesses indivíduos (Mazzone etal 1994, Mazzone et al 1996). 
Exposição de leucócitos a opióides parece, portanto, promover respostas 
disfuncionais dessas células, podendo levar a um comprometimento do estado de 
saúde do hospedeiro. 
Drogas antiinflamatórias 
A reação inflamatória, quando exacerbada, pode ser potencialmente 
prejudicial, como aquelas observadas nas reações de hipersensibilidade à picadas 
de insetos, na ingestão de drogas, na presença de toxinas, nas doenças crônicas 
como artrite reumatóide, aterosclerose ou fibrose pulmonar (Cotran et al 1994). 
Nessas situações, necessário se faz o uso de drogas com atividade 
antiinflamatória, as quais irão interferir em um ou mais passos da cascata de 
eventos que caracterizam a resposta inflamatória, particularmente, naquelas que 
se relacionam com os mecanismos de adesão e migração dos leucócitos. 
Os principais agentes antiinflamatórios são representados pelos 
glicocorticóides e pelos antiinflamatórios não esteroidais (AINEs). 
Os corticóides, quando utilizados como antiinflamatórios com o objetivo de 
amenizar os sinais de uma inflamação aguda (Lomas et al 1991), parecem ter 
múltiplas atividades, influenciando na adesão de polimorfonucleares (MacGregor 
et al 1974, MacGregor 1976, McGillen & Phair 1979); promovendo a fagocitose e a 
morte intracelular dos microorganismos fagocitados (Chretien & Garagusi 1972); 
reduzindo a migração das células inflamatórias do sangue para os tecidos (Ward 
1966, MacGregor et al 1974, McGillen & Phair 1979, Yamaguchi et al 1994), além 
de diminuir a citotoxicidade celular mediada por anticorpos (Roth & Kaeberie 
1981). 
Embora os mecanismos de ação ainda não tenham sido totalmente 
elucidados, sabe-se que os glicocorticóides interagem com receptores 
intracelulares pertencentes à família de receptores que controlam a transcrição 
gênica. Estudos sugerem que entre 10-100 genes respondem aos esteróides em 
cada célula. Após penetrarem nas mesmas, os corticóides ligar-se-iam a 
receptores específicos no citoplasma que, por sua vez, tomar-se-iam ativados, 
sofrendo alterações na sua conformação, expondo um domínio de ligação ao 
DNA, resultando na formação de um complexo esteróide-receptor. Como 
resultado, haveria um efeito repressor ou indutor sobre alguns genes particulares, 
alterando uma ou mais respostas celulares (Rang et al 2001). É dentro desse 
contexto que os corticóides têm papel clínico relevante, sendo amplamente 
utilizados em situações onde a modulação das respostas imune e inflamatória são 
necessárias. 
Há vários estudos demonstrando que os corticóides, em particular a 
dexametasona, são capazes de inibir, in vitro, a quimiotaxia de diferentes 
populações de leucócitos, em especial a dos polimorfonucleares (Lomas et al 
1991, Yamaguchi et al 1994, Zentay et al 1999). Esta habilidade tem sido usada 
na sua seleção como droga padrão em ensaios experimentais onde deseja-se 
modular negativamente a migração leucocitária. 
Já a classe dos antiinflamatórios representada pelos AINEs como a 
aspirina, o paracetamol ou o ibuprofeno, parece intervir na atividade da 
ciclooxigenase (COX), enzima que media a conversão do ácido araquidônico em 
prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores lipídicos envolvidos em 
diferentes funções fisiológicas normais, assim como nas respostas inflamatória e 
imune (Wagner & Roth 2000). Estes têm, ainda, ampla ação sobre a 
vasodilatação, o edema e a dor (Martinez et al 1999, Rang et al 2001). 
Alguns AINEs foram descritos atuando, in vitro, na inibição da adesão e 
do processo de migração nos leucócitos, assim como na redução da expressão de 
várias moléculas de adesão e das interações leucócito-endotélio (Martinez et al 
1999). 
Busca de novos compostos com atividade antiinfiamatória 
As características mais comuns a todos os antiinflamatórios disponíveis 
no mercado, e em particular para os glicocorticóides, são seus efeitos colaterais 
indesejáveis e o alto custo. 
A variabilidade de climas e regiões no Brasil favorece o desenvolvimento 
de uma incomparável biodiversidade vegetal. Dentro dela, há um grande número 
de plantas usadas na medicina popular com finalidade terapêutica específica. Por 
exemplo, fármacos como a camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert), que 
cresce abundantemente em nosso solo, têm sido usados no tratamento de 
diversas doenças caracterizadas por estados inflamatórios. Seus capítulos florais 
têm sido amplamente produzidos na região metropolitana de Curitiba, mas sem os 
cuidados de cultivo ou de comercialização apropriados, julgados por parâmetros 
de controle de qualidade recomendados para a espécie. Por exemplo, amostras 
comercializadas têm se apresentado adulteradas, contendo quantidade de matéria 
orgânica estranha muito acima dos 5% permitidos (Farmacopéia 1996), 
comprometendo o teor de óleo volátil presente nas flores. 
Interessante notar que, até o presente momento, não há relatos sobre a 
constituição química de extratos ou do óleo essencial destas drogas produzidas 
nas imediações de Curitiba. Sabe-se, por exemplo, que a camomila, em diferentes 
formas farmacêuticas, é comumente utilizada como medicamento de primeira 
escolha para o tratamento de inflamações cutâneas em bebês e crianças de tenra 
idade, tais como assaduras e crostas da cabeça que se desenvolvem em função 
da alimentação com leite (Eldin & Dunford 2001, Volhardt 2000). 
Vários estudos têm demonstrado não só suas propriedades 
antiinflamatórias (Isaac 1979, Jakolev & Isaac 1979, Jakolev et al 1983, Glowania 
et al 1987, Safayhi et al 1994, Gerristein et al 1995, Ammon et al 1996), como 
também ações antipépticas (Szelenyi et al 1979), antialérgicas (Miller et al 1996), 
antiespasmódicas (Forster et al 1980, Mann & Staba 1986), antiflogística (Bradley 
1992); antibacteriana (Aggag & Yousef 1972, Mann & Staba 1986, Molochko & 
Lastochkina 1990, Kedzia 1991, Lu et al 1998), antifúngica (Szalontai et al 1976, 
Szalontai et al 1977, Ahmed et al 1994), antiviral (Sugunda et al 1983), antitumoral 
(Wei et al 1990, Birt et al 1997, Chaumontet et al 1997), antioxidante (Rekka et al 
1996) ansiolíticas e sedativas (Viola et al 1995, Avalonne et al 1996, Yamada et al 
1996), revisado por Newall e colaboradores (1996). Recentemente, extratos de 
camomila e de calêndula demonstraram estimular a proliferação de linfócitos após 
estimulação com células alogênicas (Amirghofran et al 2000), efeito este que 
poderia ser explorado para a melhoria da resposta imune em pacientes 
imunodeprimidos. 
Sabe-se que os principais constituintes ativos da Chamomilla recutita (L) 
Rauschert são os componentes do óleo essencial como o camazuleno, bisabolol e 
seus derivados (Salamon 1992, Viola et al 1995), e os flavonóides, principalmente 
a apigenina e seus glicosídeos. O camazuleno tem sido relacionado à 
propriedades antiinflamatórias, tendo sito descrita sua interferência na síntese de 
LTB4 e de outros metabólitos do ácido araquidônico (Safayhi et al 1994), além de 
inibir a peroxidação lipídica, possuindo, também, efeitos antioxidantes (Rekka et al 
1996). Propriedades antialérgicas e antiespasmódicas também já lhe foram 
atribuídas (Mann & Staba 1986). 
O bisabolol e seus derivados compreendem aproximadamente 50% dos 
componentes do óleo essencial, e estão relacionados à propriedades 
antiinflamatórias, antibacteriano, antipiréticas e antifúngicas (Jakolev & Isaac 
1979, Jakolev et a! 1983, Kedzia 1991, Berry 1995, Ammon et al 1996). Já os 
espiroesteres c/s- e frans-en-in-dicicloeter apresentam propriedades antialérgicas, 
provavelmente por inibirem parcialmente a degranulação de mastócitos (Miller et 
al 1996). 
Os flavonóides apigenina (1) e apigenina-7-O-glucosídio (2) possuem 
atividades carminativas, antiespasmódicas (Salamon 1992) e antiinflamatórias, 
esta última demonstrada em edema de pata de rato induzido por carragenina 
(Mascolo et al 1988), na diminuição da adesão de leucócitos ao endotélio e por 
inibição da síntese de IL-1a, TNF-a e IL-8 (Gerristein et al 1995). Efeito sedativo 
da apigenina extraída da camomila foi recentemente descrito e parece ser 
resultante da interação deste composto com receptores benzodiazepínicos, onde 
inibiu competitivamente o acoplamento do ligante específico flunitrazepam em 
ratos (Viola etal 1995). 
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Um aspecto interessante a ser considerado sobre a camomila é que, 
embora a literatura seja farta com referência às suas diversas atividades 
biológicas, a maioria dos estudos encontrados relatam essas propriedades 
testadas in vivo. Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos de ação desta 
planta. 
Portanto, a possibilidade de se realizar estudos que pudessem revelar a 
composição química básica da camomila produzida localmente e, de alguma 
forma, demonstrar a presença de alguma atividade biológica com a possibilidade 
de compará-la à uma amostra produzida dentro dos padrões recomendados, 
tomou esta investigação particularmente atraente. 
Em contraste com a vasta literatura existente para a camomila, para as 
plantas Rauvolfia sellowii Muell. Arg., Hybanthus bigibbosus (St.-Hil.) Hassler e 
Anchieta pyrífolia (Mart.) G. Don, conhecidas popularmente como pau-pra-tudo, 
canela-de-veado e cipó-suma, respectivamente, estudos que pudessem delinear 
ou esclarecer aspectos importantes referentes às suas propriedades 
farmacológicas são escassos ou mesmo inexistentes. Essas plantas fazem parte 
de uma coleção de quinze espécies que foram selecionadas pelo seu amplo uso 
na medicina caseira durante um trabalho etnofarmacobotânico realizado 
recentemente com a população residente na área da Usina Hidroelétrica de Salto 
Caxias, sudoeste paranaense (Silva et al 2003). 
Por exemplo, as raízes da canela-de-veado e as folhas do cipó-suma são 
consumidos por pacientes portadores de quadros alérgicos, além de ter-se 
registrado o uso deste também como depurativo (Silva et al 2003). Já as cascas 
do pau-pra-tudo são usadas na região pelos indivíduos diabéticos ou que 
necessitam diminuir os níveis séricos de colesterol (Silva et al 2003), além de seu 
uso como antihipertensivo (Batista et al 1995). Estudos recentes realizados em 
nossos laboratórios também demonstraram intensa atividade antioxidante de seu 
extrato hidroalcoólico (Menezes et al 2002). 
Dessa forma, elas tornaram-se também alvo de nosso interesse, 
amparadas não só no fato de serem plantas muito usadas na medicina caseira, 
mas e principalmente, porque suas indicações de uso estão, de uma forma ou de 
outra, relacionadas a aspectos envolvidos com a resposta inflamatória. 
Este trabalho tem por finalidade descrever os estudos experimentais 
utilizados na investigação da atividade antiinflamatória, particularmente sobre a 
quimiotaxia de leucócitos humanos, dos extratos hidroalcóolicos das cascas de 
pau-pra-tudo, das raízes e rizomas de canela-de-veado, das folhas de cipó-suma 
e dos capítulos florais de duas amostras de camomila, ambas obtidas no comércio 
local, mas de origens distintas. 
O conjunto desses estudos contribuirá para o entendimento das bases 
científicas pelas quais o uso de plantas tradicionais em fitoterapia na área da 
inflamação é tão explorado pela população. Some-se ainda sua possível 




• Investigação do efeito dos extratos hidroalcóolicos de plantas 
medicinais sobre a atividade migratória de leucócitos humanos. 
Objetivos específicos 
• Padronização da técnica de migração leucocitária em Câmara de 
Boyden como modelo de ensaio biológico in vitro, usando a caseína 
como substância quimioatraente. 
• Inibição da migração leucocitária usando a dexametasona como droga 
padrão. 
• Avaliação do extrato hidroalcóolico dos capítulos florais de camomila 
(Chamomilla recutita (L.) Rauschert), das cascas de pau-pra-tudo 
(Rauvolfia sellowii Muell. Arg), das raízes de canela-de-veado 
(Hybanthus bigibbosus (St.-Hil.) Hassler) e das folhas de cipó-suma 
(Anchieta pyrífolia (Mart.) G.Don) sobre a atividade migratória dos 
leucócitos in vitro. 
• Contribuição para a elucidação do mecanismo de ação do extrato 
hidroalcóolico de camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert) sobre a 
inibição quimiotática de polimorfonucleares humanos estimulados por 
caseína - via receptor opióide. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Os sais e reagentes utilizados neste trabalho são de procedência Merck, 
salvo indicação contrária. Para as soluções, utilizou-se água ultra pura, obtida pelo 
sistema Milli Q (Millipore). 
As soluções foram preparadas e em seguida esterilizadas (1) por calor 
úmido (autoclavação a 121°C, 30min, 1atm); (2) por meio de tindalização (3 a 6 
ciclos de aquecimento a 60°C por 60min, seguido de resfriamento e conservação 
à temperatura ambiente por 24h) ou (3) por filtração (0.22nm - Acrodisc) e, 
posteriormente armazenadas em temperaturas apropriadas para sua conservação 
(T.A., 4 - 8°C ou a -20°C), ao abrigo da luz, conforme indicado. 
Os solventes orgânicos utilizados para a preparação dos extratos dos 
fármacos vegetais foram purificados antes do uso (Armarego & Perinn 1996) e os 
demais reagentes de grau analítico foram obtidos de fornecedores, com certificado 
de garantia do seu grau de pureza. 
1. SOLUÇÕES 
1.1. Meios Líquidos 
1.1.1. Solução salina tamponada com fosfatos (PBS) (Dacie & Lewis 1995) 
A solução tampão foi preparada dissolvendo-se NaH2P04.2H20 
(150mmol/l), Na2HP04 (150mmol/l), NaCI (154 mmol/l), em água. Após ajuste do 
pH para 7,2 - 7,4 com solução de NaOH 1N, procedeu-se a esterilização por 
autoclavação e armazenamento a 4 - 8°C. 
1.1.2. PBS suplementado (PBSs) (Bock & Mrowietz 2001) 
PBS foi suplementado, em condições assépticas, na hora do uso, com 
albumina soro bovina (BSA) 0,25% (p/v), glucose 0,1% (p/v), CaCI2 (0,9mmol/l) e 
MgCI2 (0,5mmol/l). 
1.1.3. Solução hemolisante de Gey 
Solução A: NH4CI (654,20mmol/l), KCI (24,83mmol/l), Na2HP04.H20 
(6,53mmol/l), KH2P04 (0,88mmol/l), glucose (27,77mmol/l), vermelho de fenol 
(0,05g/l). 
Solução B: MgCI2.6H20 (2,06mmol/l), MgS04.7H20 (0,56mmol/l), CaCI2 
(3,42mmol/l). 
Solução C: NaHC03 (26,78mmol/l). 
O pH de cada solução foi ajustado para 7,2 - 7,4 com solução de NaOH 
1N e os reagentes conservados a 4°C. 
Na hora do uso a solução hemolisante foi preparada, em condições 
estéreis, na proporção de 4:1:1:14 para as soluções A, B, C e H20, 
respectivamente. 
1.1.4. Solução de caseína a 5% (p/v) (Síddiqui, et al 1999) 
Caseína em pó foi dissolvida em PBS (50mg/ml) e aquecida a 56°C por 
10min. A solução foi resfriada rapidamente a 4°C, centrifugada a 1300gr por 5min 
para remoção de partículas insolúveis, aliquotada e armazenada a -20°C, sendo 
descongelada apenas na hora do uso. 
1.2. Meios semi-sólidos 
Carboximetilcelulose (CMC - Synth) e hidroxietilcelulose (HEC - Aqualon), 
ambos a 2% (p/v), foram dissolvidos em PBSs sem albumina e aquecidos a 37°C 
sob constante agitação. Após total dissolução, as soluções foram deixadas à T.A. 
para gelificação. Após tindalização, a esterilidade das soluções foi comprovada 
pela ausência de turvação ou crescimento de microorganismos após incubação a 
37°C, por 48h. 
2. OBTENÇÃO DE LEUCÓCITOS HUMANOS 
Cinco a quinze mililitros de sangue periférico de voluntários sadios ou com 
alterações hematológicas indicativas de infecção (neutrofilia, desvio nuclear à 
esquerda, presença de granulações tóxicas e corpúsculos de Dõhle) colhidos com 
EDTA-K3 (Vacutainer) ou heparina (Liquemine, Roche 500 Ul/ml), foram usados 
como fonte de leucócitos humanos. As amostras foram colhidas após 
consentimento livre e esclarecido (anexo I), aprovado pela Comissão de Ética 
Médica do Hospital Geral de Curitiba (HGeC) (anexo II) e ratificado pelo Comitê de 
Ética do Hospital das Clínicas (HC) da Universidade Federal do Paraná (anexo III). 
3. ENRIQUECIMENTO E ISOLAMENTO DE LEUCÓCITOS HUMANOS 
3.1. Sedimentação espontânea à T.A. 
Sangue anticoagulado foi deixado em repouso por 2h à T.A. A camada 
celular superior, rica em leucócitos, foi transferida para tubo cónico contendo 50ml 
de solução lisante (seção 1.1.3). Após homogeneização, a amostra foi submetida 
à rotação contínua por 8min à T.A., centrifugada (5min/800g) e o sobrenadante 
desprezado. Os leucócitos foram submetidos à lavagem com PBS 
(5min/800g/T.A.), seguida da sua ressuspensão em PBSs. 
3.2. Centrifugação 
Sangue anticoagulado foi centrifugado por 25min/800g. A porção 
intermediária, rica em leucócitos, foi transferida para um tubo cónico contendo 
50ml de solução lisante e os leucócitos recuperados como descrito no item 
anterior. 
3.3. Macromoléculas (Testa & Molineux 1993) 
CMC e HEC, na concentração final de 0,1% (p/v), foram adicionados à 
frações de sangue periférico anticoagulado. Após homogeneização, as amostras 
ficaram em repouso, à T.A., por 45min. A fração superior, rica em leucócitos, foi, 
então, transferida para tubo cónico contendo 50ml de solução hemolisante e os 
leucócitos recuperados como já descrito. 
4. VIABILIDADE E CITOTOXICIDADE CELULARES 
A viabilidade dos leucócitos foi testada após cada processo de 
isolamento, assim como para avaliação de eventuais efeitos citotóxicos dos 
reagentes utilizados. Para tanto, usou-se o teste com azul de tripano, o qual 
baseia-se na habilidade que a membrana plasmática de células viáveis (vivas) 
possui de excluir o corante (Merchant et al 1964). Dessa forma, leucócitos 
isolados como descrito no item 3. foram diluídos em solução a 0,4% (p/v) de azul 
de tripano em PBS e sua viabilidade observada ao microscópio de luz, com auxílio 
da câmara de Neubauer. Somente amostras contendo >95% de células viáveis 
foram utilizadas nos experimentos. 
5. CONTAGEM DE LEUCÓCITOS 
A contagem total inicial de leucócitos foi realizada em contator 
automatizado CellDyn 3200 Abbot e sua diferencial foi realizada em extensões 
sangüíneas coradas por May-Grünwald-Giemsa (Dacie & Lewis 1995). Após 
enriquecimento, a suspensão de leucócitos foi enumerada em Câmara de 
Neubauer tendo sido diluída em solução a 3% (v/v) de ácido acético glacial. Os 
leucócitos foram, então, ajustados para 106células/ml. 
6. POLARIZAÇÃO LEUCOCITÁRIA 
O ensaio de polarização foi realizado com leucócitos obtidos de doadores 
sadios usando-se técnica semelhante à descrita por Haston e colaboradores 
(Haston & Wilkinson 1988). A morfologia celular de uma suspensão a 106 
leucócitos/ml em PBSs enriquecido com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SBF) foi 
observada imediatamente (t = Omin) e após incubação a 37°C, por 30 minutos 
(t = 30min), para os tubos controle (sem caseína) e teste (na presença de 
caseína). 
Anteriormente à visualização microscópica, as células foram fixadas em 
glutaraldeído (Sigma) a 2,5% (v/v) em PBS, por 5min, a 37°C. Em seguida, as 
células foram lavadas e ressuspensas em PBSs. O efeito da polarização induzida 
-pela caseína foi observado em microscópio Olympus CBX40 e registrado 
fotograficamente com o auxílio do Programa Image-Pro Plus 3.0. 
7. MIGRAÇÃO LEUCOCITÁRIA IN VITRO 
A locomoção dos leucócitos em direção à caseína (quimiotaxia positiva) 
foi observada em Câmaras de Boyden (Lee et al 1999, Wilkinson & Haston 1988). 
Para isto, 200pl de concentrações crescentes (0-5%) de caseína (p/v) preparadas 
como descrito no item 1.1.4. foram adicionadas ao compartimento inferior das 
câmaras. 
Filtros de policarbonato isentos de polivinilpirrolidona (Nuclepore; 
Neuroprobe), com poros de 5nm de diâmetro, foram usados para separar os 
compartimentos superior e inferior. Os compartimentos superiores foram 
preenchidos com 200|jl de suspensão de leucócitos a 106/ml. As câmaras foram, 
então, incubadas a 37°C por 90min e o número de leucócitos que migraram 
ativamente para o compartimento inferior foram transferidos e contados com o 
auxílio de um hemocitômetro. Em alguns experimentos, esse tempo de incubação 
variou entre 30 e 120 minutos. 
O monitoramento do movimento espontâneo dos leucócitos (controle), foi 
realizado de forma similar ao teste de quimiotaxia, porém com adição de PBSs no 
compartimento inferior da câmara. 
8. CERTIFICAÇÃO DE MIGRAÇÃO LEUCOCITÁRIA 
Este ensaio foi realizado em três etapas (Tabela 2). Na primeira etapa, os 
leucócitos foram expostos a concentrações iguais de quimioatraente nos 
compartimentos superior e inferior da câmara de Boyden (1). Na segunda, os 
leucócitos foram submetidos a um gradiente positivo (2), onde soluções de 
caseína foram adicionadas em ambos os compartimentos das câmaras, porém 
com concentrações maiores nos compartimentos inferiores em relação aos 
superiores. Na última etapa, estabeleceu-se um gradiente negativo (3), 
adicionando-se maiores concentrações de caseína nos compartimentos superiores 
das câmaras. Após incubação por 90min à 37°C, o número de leucócitos que 
migrou para os compartimentos inferiores das câmaras de Boyden foi avaliado em 
hemocitômetro. 
Tabela 2. Teste de certificação de migração para neutrófilos 
em diferentes concentrações e gradientes de caseína. 
Caseína % (p/v) 
Comp. Superior Comp. Inferior 
0 0,01 0,05 0,1 0,5 
0 (1) (2) (2) (2) (2) 
0,01 (3) (1) (2) (2) (2) 
0,05 (3) (3) (1) (2) (2) 
0,1 (3) (3) (3) (1) (2) 
0,5 (3) (3) (3) (3) (1) 
(1) ausência de gradiente (2) gradientes positivos (3) gradientes negativos 
9. INIBIÇÃO DA QUIMIOTAXIA LEUCOCITÁRIA INDUZIDA POR CASEÍNA 
Em alguns experimentos, os leucócitos foram pré-tratados por 30 minutos 
com várias concentrações (0,1 a 103]a.g/ml) dos extratos de plantas ou com fosfato 
dissódico de dexametasona (DEXA) (Decadron-Prodome), de 10~7a 10"3 M. E por 
10 minutos com cloridrato de naloxona 0,4mg/ml (Narcan-rPr); 10"7M e sulfato de 
morfina 10mg/ml (Dimorf®-Cristália), a 10"7M, a 37°C, isolados ou em combinação. 
Em seguida, foram lavados (800g/5min), ressuspensos em PBSs e submetidos ao 
ensaio de quimiotaxia (item 7). 
10. EXTRATOS DE PLANTAS 
10.1. Material botânico e preparação dos extratos 
As espécies medicinais usadas neste trabalho foram coletadas entre os 
meses de fevereiro e dezembro de 1998, na área onde situa-se a atual represa da 
usina de Salto Caxias (PR). Após serem identificadas e classificadas de acordo 
com o Código Internacional de Nomenclatura Botânica (McNeill, et al 2000), 
exemplares de cada uma foram depositados no herbário do Departamento de 
Botânica da UFPR, como a seguir: cascas de Rauvolfia sellowii (Muller. Arg.) -
Apocynaceae (pau-pra-tudo), registro 42.384; raízes de Hybanthus bigibbosus 
(St.-Hil.) Hassler-Violaceae (canela-de-veado), registro 42.366 e folhas de 
Anchieta pyrilifolia (Mart.) G. Don - Violaceae (cipó-suma), sob registro 42.427. 
Capítulos florais de Chamomilla recutita (L.) Rauschert - Asteraceae 
(camomila), de procedência nacional e importada (egípcia) adquiridos no comércio 
de Curitiba, foram submetidos à análise farmacognóstica recomendada pela 
Farmacopéia Brasileira IV (Farmacopéia 1996), e ambas as amostras depositadas 
no Laboratório de Farmacognosia do Departamento de Farmácia da UFPR. 
A extração do material botânico seco pulverizado (50g) foi feita por 
maceração com solução de EtOH 20% (200ml) por 48h. Os extratos foram 
filtrados, levados à secura por evaporação em banho-maria à 37°C, ressuspensos 
em PBS (20ml), esterilizados por filtração, aliquotados e mantidos à -20°C. 
10.2. Abordagem fitoquímica 
A abordagem fitoquímica clássica realizada para todas as plantas 
estudadas baseou-se em ensaios descritos por Matos 1988, e envolveu: 
10.2.1. Pesquisa de flavonóides 
Cerca de 2g das drogas em pó foram levadas à fervura em solução de 
EtOH a 70% (v/v). Após serem filtradas, foram testadas para a presença de 
flavonóides usando-se a reação de Shinoda e a complexação com AICI3. 
• Reação de Shinoda: ao extrato alcoólico foram adicionados 
fragmentos de magnésio metálico e, vagarosamente pelas paredes do 
tubo de ensaio, foi vertido HCI conc. (2ml). A positividade da reação 
(formação de cianidina) foi monitorada entre 15min e 24h após a reação, 
através do aparecimento de coloração vermelha no tubo reator. 
• Reação com AICI3: áreas distintas de papel de filtro foram 
umedecidas (1) somente com gotas de extrato alcoólico, (2) gotas de 
extrato alcoólico juntamente com gotas de solução de AICI3 a 5% (p/v), (3) 
somente gotas de solução de AlCb a 5% (p/v), e observadas sob luz ultra-
violeta (366nm). A positividade da reação foi caracterizada pelo 
desenvolvimento de fluorescência na área umedecida com extrato 
alcoólico e solução de AICI3 a 5% (p/v), desprezando-se a fluorescência 
intrínseca do extrato alcoólico. 
10.2.2. Pesquisa de alcalóides 
Cerca de 2g das drogas em pó foram levadas à fervura com solução de 
H2SO4 (20ml) a 1% (v/v). Os filtrados foram alcalinizados (pH 9-10) com solução 
de amónia diluída (Farmacopéia 1959). A extração dos alcalóides foi feita com 
CHCI3. A fração clorofórmica foi transferida para uma cápsula de porcelana e o 
solvente evaporado em banho-maria (50°C). Ao resíduo, adicionou-se solução de 
H2SO4 a 1 % (5ml) e procedeu-se às reações de caracterização de alcalóides com 
os reagentes de Dragendorff, Mayer, Bertrand e Bouchardart. A positividade das 
reações foi caracterizada pela formação de precipitado característico. 
10.2.3. Pesquisa de glicosídeos antraquinônicos 
Cerca de 2g das drogas em pó foram levadas à fervura em solução a 25% 
de etanol (v/v) por 2min. Os filtrados foram acidificados (pH 4,0) com solução de 
H2SO4 a 5% (v/v), aquecidos e levemente resfriados. Para a extração, adicionou-
se CHCI3 e agitou-se cautelosamente. A camada orgânica foi transferida para um 
tubo de ensaio ao qual adicionou-se igual volume de amónia diluída. Após forte 
agitação, a mistura foi deixada em repouso e a presença de glicosídeos 
antraquinônicos confirmada pela formação de cromóforo avermelhado na camada 
aquosa. 
10.2.4. Pesquisa de taninos 
Cerca de 2g das drogas em pó foram levadas à fervura em água destilada 
(10ml) por aproximadamente 3min. Ao filtrado, adicionou-se quantidade suficiente 
de água destilada para 20ml. Às alíquotas (5ml) do extrato hidroalcóolico 
resultante, adicionou-se (1) gotas de solução de gelatina a 2% (v/v), (2) gotas de 
solução a 5% de cloridrato de quinina, (3) gotas de solução a 10% (v/v) de 
Pb(AcO)2, (4), gotas de solução a 4% de Cu(AcO)2e (5) gotas de solução a 10% 
de FeCl3. A positividade dessas reações foi evidenciada pela presença de 
turvação e/ou precipitação e, na reação com FeCh, pela precipitação azul para 
taninos hidrolisáveis, ou verde, para taninos condensados. 
10.2.5. Pesquisa de saponinas 
Cerca de 2g das drogas em pó, em água deionizada (10ml), foram 
submetidas à agitação vigorosa por 15s. Em seguida, os tubos de ensaio foram 
deixados em repouso à T.A. e observou-se a positividade da reação através da 
formação de espuma persistente por, pelo menos, 15min. 
10.2.6. Pesquisa de glicosídios cardiotônicos 
Cerca de 2g das drogas em pó foram levadas à fervura em solução de 
EtOH a 70% (v/v) por aproximadamente 2min. Aos extratos alcoólicos, foram 
adicionados água destilada (10ml) e solução de Pb(AcO)2 a 10% (v/v) (0,2ml) 
para precipitação de proteínas e taninos. Após forte agitação e breve repouso, as 
amostras foram filtradas e adicionadas de CHCb (8ml). Para extração dos 
glicosídios, a camada clorofórmica foi distribuída em duas cápsulas e os extratos 
clorofórmicos levados à secura em banho-maria. A seguir, procedeu-se: 
• Reação de Keller-Killiani: adicionou-se o reativo de Keller (AcOH 
glacial/ solução a 5% de FeCh) e após homogeneização, a mistura foi 
vertida lentamente para um tubo de ensaio contendo reativo de Killiani 
(H2S04Conc.). A positividade da reação foi evidenciada pela formação de 
anel castanho avermelhado na zona de contato entre as fases. 
• Reação de Pesez: adicionou-se gotas de H3PO4 conc. e a mistura 
homogeneizada foi observada sob luz ultravioleta. A formação de um 
precipitado amarelo-esverdeado fluorescente demonstra a presença de 
glicosídeos cardiotônicos. 
10.3. Obtenção do óleo essencial 
O óleo essencial de capítulos florais das espécies de camomila foi obtido 
por hidrodestilação em aparelho de Clevenger para essências menos densas do 
que a água. 
10.4. Análise cromatográfica 
As análises cromatográficas foram realizadas em cromatógrafo gasoso 
modelo HP 6890 acoplado à espectrometria de massa (CG-EM) com coluna 
capilar 5% fenil / 95% metilsiloxano (HP-5MS) e Hélio (He) como gás de arraste, 
num fluxo de 1 ml/minuto. O fomo atingiu a temperatura de 40-250°C, sendo a taxa 
de aquecimento de 4°C/min. O óleo essencial (100^1) foi diluído em EtOH P.A. 
(900^1) e injetado 1̂ 1 de amostra na razão de Split 100:1. 
4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados estão apresentados como média ± 1 erro padrão da média 
(EPM) quando n > 3 e ± 1 desvio padrão (DP) quando n = 2. Para análise 
estatística dos resultados foram usados os testes ANOVA - Tukey HSD - a = 0,05, 
ANOVA - LSD - a = 0,05, análise de regressão binomial e teste t de Student, 
quando indicado. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A resposta inflamatória envolve várias etapas com o objetivo maior de 
recrutar populações celulares distintas, capazes de eliminar o agente causal, com 
concomitante reparo do tecido lesado. Quando este processo torna-se 
exacerbado, ultrapassando os seus efeitos salutares, há a necessidade de se usar 
agentes que interfiram em uma ou mais dessas etapas. 
Muitas plantas têm sido utilizadas na medicina tradicional não só pela sua 
eficiência em atenuar ou mesmo eliminar os efeitos indesejáveis da resposta 
inflamatória, mas também pela facilidade de acesso e, principalmente, pelo seu 
baixo custo. Neste trabalho em particular, investigou-se o potencial das plantas 
popularmente conhecidas como camomila, pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipó-
suma em interferir no recrutamento de fagócitos, etapa fundamental da resposta 
inflamatória, usando-se o método de Boyden como modelo experimental. 
Para tanto, foram utilizadas populações distintas de leucócitos humanos. A 
primeira foi proveniente de indivíduos sadios, que concordaram em participar 
deste projeto como voluntários (grupo I) e a outra, de pacientes ambulatoriais que 
procuraram o Serviço de Análises Clínicas do Hospital Geral de Curitiba para a 
realização de hemogramas, requisitados em função de uma clínica compatível 
com um estado infeccioso e/ou inflamatório (grupo II). 
As alterações quantitativas e qualitativas dos leucócitos usadas para definir 
os grupos I e II estão resumidas na Tabela 3, e consistiram, para o grupo I, do 
número total de leucócitos/l de sangue total e da percentagem de mononucleares 
e granulócitos dentro dos valores de referência para uma população normal (Miale 
1982). Para pertencer ao grupo II, os pré-requisitos foram a presença de 
leucocitose acompanhada de neutrofilia, com ou sem a presença de desvio 
nuclear à esquerda (bastonetes) associadas ou não à presença de granulação 
tóxica ou vacuolização do citoplasma ou corpúsculos de Dõhle nos PMN 
(neutrófilos tóxicos) (Lee et al 1999). 
Tabela 3. Características laboratoriais das amostras sangüíneas das 
populações utilizadas no estudo de migração leucocitária. 






DNE GT VC CD 
I 4,0 - 8,0 > 30 <70 - - - -
ii > 10,0 < 10 > 9 0 +/- + / - + / - +/-
Grupo I: voluntários sadios; Grupo II: pacientes com características de infecção; 
MNC: células mononucleares; PMN: polimorfonucleares; DNE: desvio nuclear à 
esquerda; GT: granulações tóxicas; VC: vacuolização citoplasmática; CD: 
corpúsculos de Dõhle. 
Obtenção e isolamento de leucócitos humanos 
Com o objetivo de obter-se leucócitos com morfologia esférica (não 
estimulados) e livres de contaminantes, importantes para os ensaios que avaliam 
o comportamento locomotor, as amostras de sangue periférico colhidas em EDTA-
K3 ou heparina (item 2) foram submetidas a três métodos de enriquecimento: 
sedimentação espontânea, centrifugação ou misturadas com soluções de 
macromoléculas (item 3). Após concentração na parte superior do tubo, a camada 
de leucócitos foi removida e submetida à lise osmótica com solução de Gey (item 
1.1.3) para eliminação de eritrócitos contaminantes. Em seguida, a morfologia e a 
viabilidade dos leucócitos foram observadas sob microscopia comum, após sua 
ressuspensão em solução de azul de tripano (item 4). 
Quando comparados, o método de centrifugação foi o que apresentou uma 
quantidade de leucócitos esféricos bastante superior em relação aos demais, com 
presença de leucócitos viáveis (incolores), esféricos, e refringentes (Figura 6/A) 
superior a 95% após tratamento com azul de tripano, em contraste com os 
danificados ou mortos, que apresentavam-se parcial ou totalmente corados em 
azul (Figura 6/B). Dessa forma, o método de centrifugação foi o eleito para se 
obter uma populac;Ao de leuc6citos predominantemente nao ativados para todos 
os estudos subsequentes constantes neste trabalho. 
A B 
Figura 6. Morfologia e viabllidade celulares. (A) Polimorfonucleares (PMN) 
obtidos de sangue periferico (item 2) ressuspensos em tampao PBS suplementado 
(item 1.1 .2) foram transferidos para um hemocitometro e sua morfologia observada 
sob microscopia de luz. (B) A percentagem de celulas viaveis foi avaliada atraves 
da dilui~o dos PMN em soluyao de azul de tripano a 0,4% (rtem 4) e transferidos 
para urn hemocitometro. Ap6s 3-5 minutos, a preparac;ao foi examinada sob 
microscopia de luz e as celulas viaveis (setas brancas) distinguidas das nao viaveis 
(setas pretas). 
Polariza~ao leucocitAria 
Os neutr6filos formam a primeira linha de defesa do hospedeiro, sendo as 
primeiras celulas a chegar nas areas de fesao. Af, desempenham inumeras 
fun¢es com a finalidade de eliminar o agente agressor. A locom~o por si s6 
envolve uma sene de fases como previamente revisto na introdu<;ao desta 
dissertacao, incluindo altera~s das propriedades de adesividade, de forma e de 
orientacao da celula em estudo. 
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Quando sm prsGsnça ds üííi agente estimulante, a polaridade morfológica, 
ou a alteração da forma, são respostas imediatas das células que se encontram 
em suspensão, e independem da sua adesão a um substrato. Há uma série de 
ensaios que permitem observar essas alterações, os quais devem ser usados 
preliminarmente ao se questionar as habilidades locomotoras de uma substância. 
Estes, quando positivos, constituem o primeiro indício experimental para o 
reconhecimento do potencial quimiotático de uma substância (Wilkinson 1998). 
Com a finalidade de investigar a capacidade da caseína em induzir 
alterações no comportamento locomotor de leucócitos humanos, realizou-se o 
ensaio de polarização, usando metodologia semelhante à descrita por outros 
autores (Zigmond 1977, Zigmond 1978, Wilkinson 1988b, Wilkinson 1996), onde a 
morfologia de leucócitos em solução de PBSs, obtidos de voluntários sadios, foi 
observada imediatamente (t = Omin) e após 30 minutos de incubação (t = 30min), 
na presença e ausência de caseína (item 6). 
Como demonstrado na Figura 7, a morfologia esférica inicial das células em 
suspensão (Figura 7/A) foi imediatamente alterada pela presença de caseína 
(Figura 7/B). Essa morfologia irregular acentuou-se ainda mais ao final dos 30 
minutos de incubação a 37°C, em contraste com a população não tratada (Figura 
7/C), a qual permaneceu predominantemente esférica. O efeito polarizador da 
caseína pode ser observado com clareza pela formação de projeções 
citoplasmáticas agudas, lembrando pseudópodos, levando à morfologia 
característica, com alongamento da célula na forma cabeça-cauda (Figura 7/D). 
Esses resultados demonstraram que a caseína utilizada teve a habilidade 
de polarizar a maioria dos leucócitos humanos testados em suspensão, sugerindo 
comportamento similar ao descrito para outras substâncias quimiotáticas (Haston 
& Wilkinson 1988). Além disso, tomou factível seu uso para testes de quimiotaxia 
in vitro. 
A 
t = Omin (sem caseina) 
c 
t=30min (sem caseina) 
B 
t = Om in (casein a 0,1 o/o) 
D 
t = 30m in (casein a 0,1 °/o) 
Figura 7. Polariza~io leucocitiria induzida por caselna. As fotomicrografias 
mostram leuc6citos humanos fixados em gkrtaraldeido ap6s serem ressuspensos 
em PBSs suplementado com 10% de soro bovina fetal (A) e em presenc;a de 
case ina 0,1% (B). Ap6s 30 minutos de incuba<;So a 37°C, polariza<;So celular na 
forma de proje¢es citoplasmaticas pOde ser observada na popula~o tratada com 
caseina (D). contrastando-se a forma alongada com a original, esterica, da 
populat;ao incubada na ausencia de caseina (C). 
Migracao leucocitaria 
0 deslocamento dos feuc6citos da circulacao para OS tecidOS e urn passo 
essencial em todos os tipos de resposta inflamat6ria. Estudos de locomocao 
revelam que tanto neutr6filos como eosin6filos, bas6filos e fag6citos 
mononucleares exibem migrac;~o direcional sob influemcia de agentes 
quimiotaticos, embora seja necessaria urn gradiente de concentracao para que 
ocorra a migrac;ao (Lee et a/1999). 
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Tendo a caseína induzido polarização e baseando-se em seus efeitos 
amplamente conhecidos sobre a atividade locomotora de leucócitos, 
particularmente os de humanos (Zigmond 1977, Wilkinson 1979, Solymossy et aI 
1986, Wilkinson 1988a, Wilkinson 1998, Wang et al 2001), prosseguiu-se na 
investigação do seu potencial quimiotático com a finalidade de estabelecer 
condições otimizadas para um ensaio de migração que pudesse mimetizar, in 
vitro, o recrutamento de leucócitos observado durante processos inflamatórios. 
Com este objetivo, utilizou-se a câmara de Boyden como modelo 
experimental. Neste ensaio, avalia-se a habilidade das células em migrar 
ativamente, através de filtros de natureza e espessura variáveis, mas porosidade 
inferior ao diâmetro celular, por um período de tempo pré-estabelecido, em 
resposta a gradientes de concentração da substância quimiotática de interesse. As 
células migradas para dentro do filtro ou para o compartimento inferior do sistema 
são enumeradas e este valor é comparado àquele onde houve migração na 
ausência de gradiente (controle), levando à determinação da atividade 
quimiotática (Boyden 1962). 
Em nossos experimentos, filtros de policarbonato de 12^m de espessura e 
contendo poros de 5|j.m de diâmetro foram utilizados para separar os dois 
compartimentos da câmara. Necessário se faz ressaltar que, com a espessura 
desses filtros, as células não migram para dentro dele, como ocorre com filtros de 
éster de celulose, mas passam através de seus poros, sendo recuperadas no 
compartimento inferior do sistema. Suspensão de leucócitos humanos dos grupos 
I (sadios) e II (infeccioso) foram adicionadas ao compartimento superior, enquanto 
concentrações crescentes de caseína (0,01 a 5%, p/v) preencheram o 
compartimento inferior, com a finalidade de se determinar a concentração ideal 
desta para induzir máxima migração. 
O efeito da caseína no recrutamento de leucócitos humanos apresentou 
uma relação dose-dependente direta e significativa para os grupos testados até a 
concentração de 1 e 2,5% para os grupos I e II, respectivamente quando 
comparados às populações estudadas na ausência de caseína. Este perfil de 
resposta foi semelhante ao descrito por outros autores (Gattegno et al 1988, Fiat 
et a/1991) e, embora similar para os grupos testados, a intensidade das respostas 
foi marcadamente diferente. Para o grupo I, aumento significativo na migra~o 
ocorreu a partir da concentra~o de 0,5% de caselna, enquanto que, para o grupo 
II, esse efeito iniciou-se numa concentra~o dez vezes menor, ou seja, a 0,05% 
(p ~ 0,001; n = 2- 7). 
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Figura 8. Migra~lo de PMN lnduzida por caselna. Leuc6citos obtidos de doadores 
sadios• e de portadores de neutrofilia[] foram estimulados a migrar frente a diferentes 
concentra¢es de caseina, por 90 minutos, a 37•c. usando camara de Boyden. As 
colunas representam o numero de PMN migrados/ml (n = 2- 7; * p ~ 0,001- ANOVA-
Tukey). 
E provavel que as diferentes respostas observadas para essas duas 
popula¢es estejam relacionadas a origem das celulas ensaiadas. Enquanto OS 
leuc6citos do grupo I eram provenientes de voluntarios sadios, os do grupo II 
pertenciam a uma popula~o heterog€mea de pacientes, cujo hemograma era 
indicativa de urn estado infeccioso (Tabela 3). 
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Sabe-se que durante um processo inflamatório, muitos mediadores 
químicos são produzidos e que, muitos deles, têm a função de estimular a 
quimiotaxia leucocitária (Cotran et al 1994). Portanto, é possível que, para as 
células do grupo II, a presença de um estado inflamatório prévio tenha 
influenciado o seu comportamento in vitro, tomando-as mais prontamente 
responsivas ao estímulo quimiotático. 
Nesse contexto, vários estudos têm demonstrado que leucócitos 
respondem de formas diferentes a estímulos quimiotáticos, dependendo de 
estarem ou não sensibilizados e/ou ativados pela presença de citocinas 
inflamatórias (Shalaby et al 1985, Ozaki et al 1987, Nathan 1989) ou outras 
substâncias (Lomas et al 1991). Por exemplo, Hill e colegas relataram que 
neutrófilos de pacientes com infecções estreptocócicas de pele (Hill et al 1974b), 
assim como os de pacientes jovens portadores de infecções bacterianas 
sistêmicas (Hill et al 1974a) apresentaram aumento da locomoção in vitro. 
Semelhante efeito foi também observado para leucócitos provenientes de 
pacientes com infecções por Mycoplasma pneumoniae (Martin et al 1973) e 
daqueles de pacientes apresentando pirexia e leucocitose, porém sem DNE, 
devido à infecções piogênicas severas (Krukowiski 1978). 
Por outro lado, é possível que essa diferença de respostas entre os 
grupos estudados esteja associada, também, a um nível mínimo de concentração 
de quimioatraente necessário para desencadear o mecanismo quimiotático para 
células estáticas, como as presentes no grupo I. Ou seja, neste grupo observa-se 
que a resposta quimiotática é muito semelhante para as concentrações entre 0,01 
e 0,1%, e inferior quando comparada às obtidas nas concentrações > 0,5% de 
caseína. 
Ainda com referência ao efeito quimiotático induzido pela caseína sobre 
leucócitos humanos em nossos estudos, há outros dois aspectos interessantes 
que devem ser destacados. O primeiro relaciona-se ao perfil da curva dose-
resposta obtida, a qual demonstrou um aspecto em forma de sino. Este tem sido 
descrito como característico para as quimiocinas, quando submetidas a ensaios 
semelhantes, as quais interagem com receptores associados ao complexo 
proteína G numa relação dose-dependente direta, seguida da diminuição do efeito 
na presença de concentrações elevadas do ligante (Schall 1994). 
A queda de resposta em concentrações supra-ótimas de quimiocinas tem 
sido justificada pelo processo de dessensibilização de receptores, os quais, após 
ativação repetida, tornam-se refratários a novos estímulos, num fenômeno 
conhecido como dessensibilização homóloga (insensível ao mesmo ligante que 
induziu o estímulo) ou dessensibilização heteróloga (insensível a outros ligantes 
que utilizam o mesmo receptor) (Savarese & Fraser 1992, Foxman et al 1997, 
Baggiolini 1998). 
De acordo com nossos resultados, é possível que a caseína possa ter 
induzido quimiotaxia nos leucócitos humanos de forma semelhante ao proposto 
para as quimiocinas, ligando-se a receptores metabotrópicos disponíveis na 
superfície dos leucócitos, até sua saturação, quando tornaram-se, então, 
insensíveis a novos gradientes de quimioatração. O uso de uma substância que, 
especificamente, bloqueie uma ou mais interações do complexo proteína G com a 
caseína, como por exemplo a toxina pertussis (Bokoch 1995), poderia ser útil no 
esclarecimento desta hipótese. 
O segundo aspecto importante é com relação à população celular 
recuperada nos compartimentos inferiores da câmara de Boyden após 
quimiotaxia. Citocentrifugados desse material mostraram a presença 
predominante (>95%) de granulócitos em relação à população inicial (Figura 9), 
constituída por um número variável de eosinófilos, basófilos, monócitos, linfócitos 
e, principalmente, PMN. 
Embora a caseína tenha a habilidade de induzir quimiotaxia tanto em 
PMN como em monócitos (Wilkinson 1988a, Wilkinson 1996, Wilkinson 1998), a 
ausência desses deve-se, provavelmente, a um impedimento físico para sua 
migração, uma vez que os filtros de policarbonato utilizados possuem porosidade 
de õ^m, muito inferior ao seu diâmetro (12-20^m) (Lee et al 1999). Além disso, é 
possível que, para monócitos, concentrações superiores de caseína sejam 
necessárias para promover efeito semelhante ao causado em PMN, como descrito 
para o peptídeo /MLP (Wilkinson 1988a). 
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Figura 9. Caseina induz preferencialmente a migra~io de granul6citos. Camaras 
de Boyden (A) contendo leuc6citos humanos em suspensao em seu compartimento 
superior (B) e soluyao de casefna a 1% no inferior (C), foram incubadas a 37°C par 
90 minutes. Citocentrifugados preparados das celulas recuperadas no compartimento 
inferior demonstraram a presenc;a predominantemente de granul6citos (>95%}, 
quando comparadas com a populayao inicial, constituida par granul6citos, mon6citos 
e linf6citos. 
Por outro lado, a presen~ de receptores para casefna foi descrita 
somente na superficie de PMN e mon6citos (Lewis & Van Epps 1983), mas nao 
em linf6citos, justificando a ausencia deste tipo celular em nossos achados 
citol6gicos. 
Paralelamente aos ensaios para estabelecer a concentrac;ao ideal de 
casefna para as nossas condi¢es experimentais, diferentes periodos de 
incuba<;ao foram avaliados com a finalidade de estabelecer o tempo mfnimo 
necessario para obter -se o maximo de efeito migrat6rio. Para tanto, leuc6citos dos 
grupos I e II (106/ml) foram adicionados ao compartimento superior das camaras e 
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induzidos a migrar contra urn gradiente de 0,5% de caseina por 30, 60, 90 e 120 
minutos. 
Conforme demonstrado na Figura 1 o, urn numero maximo de celulas foi 
recuperado no compartimento inferior da camara para ambas as popula¢es 
testadas ap6s 90 minutos de incubacao (> 70 e 90% do in6culo para os grupos I e 
II, respectivamente), o qual permaneceu inalterado mesmo aos 120 minutos. 
Porem, este numero foi mais expressivo para as popula¢es celulares 
provenientes do grupo II. Esses resultados vern nao s6 confirmar os resultados 
previamente relatados neste trabalho, mas tambem reforcar a hip6tese de que urn 
estado de ativa~o previo dessa popula~o parece tomar a resposta migrat6ria 
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Figura 10. Tempo de mlgra~io de PMN induzida por caseina. Leuc6citos obtidos de 
doadores sadios • e de portadores de neutrofilia c foram estimulados a migrar em 
camara de Boyden, frente a 0,5% de caseina em diferentes tempos de incubayao, a 
37°C. As linhas representam o numero de PMN migrados/ml (n=2, * p $ 0,01 -Analise de 
regressAo binominal). 
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Certificação de migração 
Muitas vezes é impossível distinguir, in vitro, se uma substância pode 
induzir, em uma determinada população celular, quimiocinese (aumento da 
velocidade de movimentação), quimiotaxia (movimentação direcional) ou, o que é 
mais provável, a combinação de ambas. Com os experimentos anteriores, foi 
possível observar que a caseína interferiu, de algum modo, sobre o sistema 
locomotor dos leucócitos testados, pois induziu tanto polarização como migração 
celular. 
Porém, esses ensaios refletem a ação locomotora de células estimuladas, 
neste caso pela caseína, não permitindo diferenciar entre uma migração direcional 
(quimiotaxia) e um movimento acelerado (quimiocinese). Essa distinção pode ser 
feita quando utilizam-se testes de certificação da migração, como o proposto 
originalmente por Zigmond. Nesse ensaio, filtros de éster de celulose são 
utilizados para separar os dois compartimentos da câmara. Uma suspensão de 
células adicionada ao compartimento superior é exposta tanto à concentrações 
equimolares (ausência de gradiente) quanto à concentrações crescentes de 
quimioatraente, gerando gradientes de concentração ora positivos, ora negativos 
entre os compartimentos (Zigmond 1988). Os efeitos quimiotáticos e/ou 
quimiocinéticos são, então, medidos pelo perfil da quantidade de células que 
migram para dentro do filtro separador em direção aos gradientes e pela distância 
por elas percorrida (Zigmond 1988). 
Com o objetivo de evidenciar e confirmar os efeitos quimiocinéticos e 
quimiotáticos da caseína sobre a atividade locomotora dos leucócitos humanos, 
procedeu-se ao ensaio de certificação. Porém, introduziu-se duas modificações no 
método original proposto. A primeira, foi a utilização de filtros de policarbonato 
com 12^m de espessura em substituição aos filtros de éster de celulose que 
possuem 150nm de espessura. A segunda foi a de que o número de células 
recuperacias no compartimento inferior das câmaras foi usado para avaliar o perfil 
cinético das respostas, uma vez que o diâmetro dos PMN (10-15|xm) permite sua 
passagem ativa pelos filtros de policarbonato. 
Para tanto, leuc6citos humanos (106/ml) foram ressuspensos ou em PBSs 
(controle) ou em PBSs contendo diferentes concentra¢es de casefna 
imediatamente antes de serem transferidos para o compartimento superior da 
camara de Boyden e serem submetidos ao ensaio de quimiotaxia. Diferentes 
concentra~oes de casefna foram previamente adicionadas aos compartimentos 
inferiores das camaras, estabelecendo-se, dessa forma, distintos e variaveis 
gradientes de concentracao. A Tabela 4 ilustra com mais detalhes esses 
procedimentos. 
Tabela 4. Efeito de gradientes de concentra~ao de casefna sobre a 
migracao de leuc6citos humanos 
Caseina (%) 
Comp. Comp. Inferior 
Superior 0 0,01 0,05 0,1 0,5 
0 0,28x105 2,28 x105 3,62x105 4,74x105 616x105 ' 
0,01 0,43 x105 2,60 x105 2,76 x105 3,83 x105 5,19x105 
0,05 0,20 x105 0,50 x105 1,42 x105 1,94 x10S 3,98 x1<f 
0,1 0,34 x105 0,12 x105 0,64 x105 2,10 x105 4,62 x105 
0,5 0,12 x105 0,40 x105 0,68 x105 1,50 x105 3,52 x105 
Diferentes concentra9oes de caselna foram adicionadas aos compartimentos superior 
e inferior das camaras de Boyden, contorme indicado. Ap6s 90min a 37°C, as celulas 
provenientes do compartimento superior que foram recuperadas no compartimento 
inferior foram contadas em hemocitometro. Os dados representam os valores 
encontrados para 1 experimento. Os valores grafados em azul demonstram efeito 
quimiotatico positivo; os valores em preto demonstram efeito quimiotatico negativo e a 
linha diagonal vermelha, ausencia de gradiente {efeito quimiocinetico). 
Nossos resultados quanto ao comportamento migracional observado 
sugerem que a presen~ de concentra¢es crescentes de casefna somente nos 
compartimentos inferiores (1 8 linha horizontal da tabela) induziram migracao de 
PMN, cuja intensidade foi diretamente proporcional a dose .testada, 
assemelhando-se a performance dos resultados obtidos previamente, indicando 
predominancia de atividade quimiotatica. Em contraste, a presenca dessas 
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mesmas concentrações somente nos compartimentos superiores, levou a uma 
apreciável diminuição desse efeito (1a coluna, à esquerda da tabela), reforçando a 
forte quimioatração da caseína sobre os leucócitos humanos. 
Por outro lado, a presença de concentrações de caseína nos dois 
compartimentos, porém criando gradientes positivos, ou seja, maior concentração 
de caseína nos compartimentos inferiores em relação aos superiores, levou a um 
aumento da migração dos PMN proporcional à intensidade do gradiente, porém 
não tão eficiente quanto ao observado no caso anterior. Quando estabeleceu-se 
um gradiente negativo, isto é, maiores concentrações de caseína nos 
compartimentos superiores em relação aos inferiores, observou-se diminuição da 
migração, também proporcional à intensidade dos gradientes. 
Entretanto, o efeito quimiocinético pode ser melhor observado na linha 
diagonal central da Tabela 4 (em vermelho) onde, em cada ponto, as células 
encontravam-se na presença de caseína, mas na ausência de gradiente de 
concentração. A simples presença de caseína no compartimento superior já é 
suficiente para estimular a movimentação celular (efeito quimiocinético), a qual 
aumenta, proporcionalmente, com o aumento da concentração desse 
quimioatraente e que se reflete no aumento moderado da atividade quimiotática. 
Em síntese, este experimento demonstrou que, na presença de 
gradientes positivos de caseína, a tendência de migração direcional dos leucócitos 
humanos é muito maior e diretamente proporcional à intensidade do gradiente, 
sugerindo predominância de efeito quimiotático (em azul). Por outro lado, na 
presença de gradientes negativos, a tendência de migração foi bastante menor e 
inversamente proporcional ao gradiente do quimioatraente, com predomínio de um 
efeito concentrador de células onde este é maior (em preto na tabela). Esses 
resultados contrastaram com um efeito migracional moderado observado quando 
havia concentrações idênticas de quimioatraente nos dois compartimentos 
(ausência de gradiente). 
Embora os resultados prévios tivessem demonstrado que a caseína 
portou-se como uma substância capaz de induzir polarização e migração nas 
populações leucocitárias testadas, os resultados obtidos com o ensaio de 
certificação acima descrito asseguraram que a atividade migratória induzida pela 
caseína é direcional, validando nossos experimentos de quimiotaxia. 
Os mecanismos pelos quais a caseína induz recrutamento celular são, há 
muito, objeto de investigação. Alguns deles referem-se às características físico-
químicas da molécula. Primeiro, pela sua conformação tridimensional 
característica (Wilkinson 1972, Lewis & Van Epps 1983, Farrell et al 2002), a qual 
difere de outras proteínas globulares que apresentam essa mesma conformação 
somente após desnaturação. De fato, o potencial quimiotático, por exemplo, da 
soroalbumina bovina só se torna evidente após sua desnaturação (Wilkinson 
1988a). 
Segundo, pela presença de algumas regiões hidrofóbicas e grupamentos 
fosfato na molécula, os quais, por levarem a uma interação mais facilitada entre a 
caseína e a bicamada fosfolipídica da membrana celular, excitariam a resposta 
locomotora nos leucócitos (Wilkinson 1974b, Lewis & Van Epps 1983, Wilkinson 
1988a). Dentro desse contexto, a caseína, rica em grupamentos não polares, ligar-
se-ia à membrana leucocitária, e essas interações hidrofóbicas entre receptores 
celulares e quimioatraentes contribuiriam para com a quimiotaxia (Solymossy et al 
1986). 
Um terceiro mecanismo proposto para a ação quimiotática da caseína, 
estaria na sua habilidade de induzir síntese de IL-8 pelos neutrófilos, a qual seria 
gerada durante a quimiotaxia, como resultado de um processo de ativação celular 
secundário à migração (Siddiqui et al 1999). Neste contexto, PMN que, in vitro, 
efetivamente migram em resposta a um gradiente de caseína expressam elevados 
níveis de IL-8 quando comparados àqueles somente expostos ao peptídeo 
(Siddiqui et al 1999). Corroborando com estes achados, níveis muito mais 
elevados de RNAm para IL-8 também foram observados tanto em PMN humanos 
(Siddiqui et al 1999) como em células de coelhos (Mori et al 1994) após migração 
estimulada por caseína quando comparados à população inicial. 
Uma das propriedades mais conhecidas desta citocina é sua forte ação 
amplificadora da resposta inflamatória por recrutar ativamente elementos 
celulares, particularmente PMN, para o foco de lesão (Furie & Randolph 1995, 
Baggiolini 1998). Acredita-se que mediadores químicos presentes no foco 
inflamatório inicial produzam uma primeira onda de gradiente, que atrai PMN. 
Estes, por sua vez, ativados pelo gradiente gerado, respondem com sua função 
locomotora. Simultaneamente à quimiotaxía, essas células gerariam também IL-8, 
a qual amplificaria a resposta inflamatória pelo recrutamento adicional de células 
para a área afetada. 
Dessa forma, a IL-8 parece atuar como fator diretamente responsável pela 
quimiotaxia dos PMN induzida pela caseína, de duas formas: uma parácrina, ao 
recrutar células para o foco inflamatório e potencializando outras funções celulares 
importantes na resposta inflamatória, e a outra, autócrina, onde os próprios PMN, 
agora ativados, produziriam mais IL-8. Esta os manteria neste estado ativado e, ao 
ser secretada para o meio, ativaria e atrairia outras células, fechando o ciclo 
amplificador. 
Inibidores da quimiotaxia leucocitária induzida por caseína 
Os glicocorticóides, e em particular a dexametasona (DEXA), estão entre 
as drogas mais potentes usadas no tratamento de doenças de natureza alérgica e 
inflamatória. Embora seus mecanismos de ação não sejam completamente 
esclarecidos, muitos estudos in vitro têm demonstrado sua ação na inibição de 
várias funções biológicas de células envolvidas com mecanismos inflamatórios, 
incluindo a dos PMN (Clark et al 1979, Altman et al 1981, Schleimer 1990, Perreti 
& Flower 1993, Yamaguchi et al 1994). Quanto à locomoção em particular, a 
maioria dos estudos relata seus efeitos inibitórios sobre PMN quando induzidos 
por substâncias como IL-8, IL-3, C5a, MLP ou LPS (Lomas et al 1991, Zentay et 
al 1999). 
Neste estudo, seu potencial inibitório sobre a quimiotaxia de PMN 
induzida por caseína foi investigada, tratando-se previamente leucócitos humanos 
provenientes de indivíduos dos grupos I e II com diferentes concentrações (10~7 a 
lO^M) de DEXA (item 9) e submetendo-os ao ensaio de quimiotaxia, como 
previamente descrito. 
Como apresentado na Figura 11, urn efeito inibit6rio da DEXA pOde ser 
observado na migra~o de PMN de ambos os grupos, em todas as doses 
testadas, quando comparados as respectivas popula¢es nao tratadas 
(nonnalizadas em 100%). Para o grupo I, essa migrac;ao variou de 71 ,3 ± 12,2% a 
64,3 ± 11 ,0%, e para o grupo II, de 69,3 ± 5,0% a 7 4,0 ± 6,24%, nas doses de 1 o-7 
a 1 O~M. sendo significativa ja na dose de 1 O~M. onde a migrac;ao das duas 
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Figura 11. Mlgra~o leucocttaria tnlbida por dexametasona. leuc6citos obtidos de 
doadores sadios • e portadores de neutrofilia D foram tratados por 30 minutos com 
concentra¢es indieadas de dexametasona e submetidos a m~ em camara de 
Boyden, por 90 minutos , contra urn gradiente de 1% (plv) de caseina. Cada coluna 
representa a media ± 1 EPM da percentagem de celulas migradas em relac;ao aquelas 
nao-tratadas (normalizada em 100%0 ), de experimentos independentes submetidos as 
mesmas condiyaes (n = 3 a 17) ( * p ~ 0,05- Teste t student) 
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Nossos resultados demonstraram que a DEXA também foi capaz de inibir, 
in vitro, de forma significativa, a quimiotaxia de PMN induzida por caseína, como já 
descrito para outras substâncias quimioatraentes para PMN como a IL-8 
(Yamaguchi et al 1994, Zentay et al 1999) e o /MLP (Lomas et al 1991). Essa 
inibição de cerca de 30% encontrada em nossos ensaios foi semelhante a descrita 
para basófilos quando estimulados por IL-3, IL-8 e C5a (Yamaguchi etal 1994). 
Vale ressaltar que a inibição observada em nossos experimentos não foi 
resultante de um efeito citotóxico da DEXA sobre os leucócitos, pois em todos os 
ensaios, a viabilidade desses sempre se mostrou superior à 95%, avaliada com 
azul de tripano. Além disso, o efeito foi semelhante tanto para PMN provenientes 
de indivíduos sadios, como para àqueles oriundos de indivíduos portadores de 
quadro laboratorial com características de infecção. 
Embora os mecanismos pelos quais a DEXA altera o recrutamento 
celular, particularmente de neutrófilos, tenham sido muito pouco explorados, 
alguns estudos têm demonstrado que a mesma parece interferir nos processos 
moleculares que regulam a síntese e a secreção de citocinas inflamatórias, 
particularmente a IL-8 (Cassatela et al 1992, Cassatella 1995, Zentay et al 1999). 
Por exemplo, fibroblastos renais (De Haij, et al 2002) e pulmonares 
(Tobler, et al 1992), células epiteliais bronquiais primárias (Kwon et al 1994, 
Chang et al 2001, van Wetering et al 2002) e imortalizadas (Park et al 1999), 
células adiposas (Brunn et al 2001) e PMN (Irakam et al 2002), quando 
estimulados pela presença das citocinas inflamatórias TNF e IL-1, demonstraram 
aumento significativo tanto na expressão de RNAm de IL-8, detectado por 
Northern-blot, como na síntese de IL-8, confirmada por imunoensaios. O 
tratamento prévio dessas células com DEXA inibiu, de forma significativa, tanto a 
transcrição como a tradução de IL-8. 
Dessa forma, é possível que a ação da DEXA relacionada à inibição da 
migração de PMN induzida por caseína possa estar envolvida, também, nos 
processos que controlam a geração de IL-8 por essas células, seja em nível 
transcricional ou pós-transcricional (Chang etal 2001), como sugerido para outros 
tipos celulares. Outra possibilidade seria uma ação similar da DEXA sobre outras 
citocinas pró-inflamatórias (Barnes 1993, Scheinman et al 1995, Zentay et al 
1999), como já descrito para IL-6 (Tobler et al 1992, van Wetering et al 2002) e 
GM-CSF (Tobler et al 1992). 
O uso de anticorpos monoclonais neutralizantes da IL-8 ou de drogas 
bloqueadoras de transcrição ou de síntese protéica, como a actinomicina e a 
ciclohexamida, respectivamente, poderiam contribuir no esclarecimento desses 
mecanismos. 
Extrato de plantas 
Abordagem fitoquímica 
Tendo o ensaio de migração sido validado para as condições experimentais 
testadas e observado que a DEXA poderia ser usada como um controle positivo 
de inibição leucocitária induzida por caseína, prosseguiu-se com o preparo dos 
extratos hidroalcóolicos, conforme descrito no item 10, de duas amostras de 
camomila, pau-pra-tudo, canela de veado e cipó-suma a serem utilizados na 
avaliação da sua atividade sobre a locomoção de PMN humanos. 
Em seguida, procedeu-se abordagem fitoquímica clássica para identificação 
dos grupos químicos presentes em cada um dos extratos preparados (Matos 
1988). As reações que mostraram a presença do grupo químico investigado foram 
referidas como positivas, relatadas de forma quantitativa subjetiva, em cruzes, 
dependendo da quantidade de cromóforos gerados e/ou precipitado formado, 
variando de fraca ou pouco intensa (+) à moderada (++) ou forte (+++). 
A Tabela 5 resume todos os ensaios realizados, assim como os resultados 
obtidos. 
Tabela 5. Abordagem fitoquímica do extrato bruto de (1) Chamomilla 
recutita (L.) Rauschert ou camomila; (2) Rauvolfia sellowiana 
(Cham&Schul) ou pau-pra-tudo; (3) Hybanthus biglbbosus (St.-Hil.) 
Hassler ou canela-de-veado; (4) Anchieta pyrifolia (Mart.) G. Don. ou cipó-
suma. 
GRUPO QUÍMICO REAÇÕES DE IDENTIFICAÇÃO 
PLANTAS 
1 2 3 4 
N I 
FLAVONÓIDES 
Shinoda + + - - -
Cloreto de alumínio + + - - -
ALCALÓIDES 
Bertrand - - - -
Mayer - + + + + -
Dragendorff - + + + + -
Bouchardat - - - -
SAPONINAS Formação de espuma - + + + + + + 
TANINOS 
Gelatina 2% + - - -
Cloridrato de quinina 10% + - - -
Acetato de chumbo + - - -
Acetato de cobre + - - -
Cloreto férrico 2% + - - -
GLICOSÍDEOS 
CARDIOTÔNICOS 
Reação de Pezes 
- - - -Reação de Keller-Killliani 
ANTRAQUINONAS Reação de Bomtrâeger - - - -
(-): ausência de reação; (+): reação fraca; (++): reação moderada; (+++): reação forte. 
N: camomila nacional 
I: camomila egípcia 
A presença de quantidade moderada de flavonóides, assim como a de 
taninos foi registrada somente no extrato hidroalcóolico da camomila. Reação forte 
para alcalóides foi observada para o extrato de pau-pra-tudo, em contraste com 
modesta presença detectada no extrato hidroalcóolico de canela-de-veado. Por 
outro lado, saponinas mostraram-se presentes em quantidades variáveis nos 
extratos de. pau-pra-tudo, canela-de-veado e cipó-suma. Glicosídeos cardiotônicor» 
e antraquinonas não foram detectados em nenhuma das amostras testadas. 
Em contraste com a ausência de informações sobre a composição 
química das outras três plantas testadas, a presença de flavonóides e taninos 
detectados no extrato hidroalcóolico de camomila estão de conformidade com a 
literatura (Salamon 1992, Newall etal 1996). 
Influência dos extratos de plantas na quimiotaxia leucocitária 
O ensaio de quimiotaxia proposto por Boyden (Boyden 1962) e suas 
variações têm se mostrado úteis como metodologia para investigar o efeito de 
substâncias extraídas de plantas sobre a quimiotaxia de leucócitos (Muller et al 
1999, Hofbauer et al 2000, Chen eia/2001, Hofbauer et al 2001, Shen et a! 2001). 
Usando um sistema similar, investigou-se o comportamento de leucócitos 
humanos obtidos de indivíduos sadios na quimiotaxia induzida por caseína quando 
previamente tratados, por 30 minutos a 37°C, com concentrações de 0,1 a 1000 
jig/ml dos extratos hidroalcóolicos das camomilas nacional e importada, do pau-
pra-tudo, cipó-suma e da canela-de-veado, cujos resultados estão apresentados 
nas figuras 12, 13, 14, 15, respectivamente, onde cada coluna representa, na dose 
indicada, a percentagem de células recuperadas no compartimento inferior das 
câmaras em relação à população controle, não tratada, normalizada em 100%. 
Deve-se ressaltar, porém, que nenhum dos extratos apresentou atividade 
citotóxica para as populações celulares nas doses testadas, avaliada com azul de 
tripano (item 4). 
A exposição de leucócitos humanos a diferentes concentrações do extrato 
hidroalcóolico da camomila nacional resultou numa inibição dose-dependente 
direta da migração de PMN até a dose de 10jig/ml. Na concentração de 0,1fjg/ml, 
90,4 ± 3,2% (n = 4) das células migraram para o compartimento inferior da câmara 
e esse valor diminuiu para 73,4 ± 4,5% (n = 4; p < 0,01) e 65,4 ± 6,2% (n = 15; 
p < 0,05) nas concentrações de 1 e 10^g/ml, respectivamente (Figura 12/A), sendo 
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extrato de camomila egipcia (J.Lg/ml) 
Figura 13. Efeito do extrato hldroalc6olico de camomila sobre a quimiotaxla de 
leuc6cltos humanos induzlda pela casefna. Leuc6citos humanos obtidos de doadores 
sadios foram incubados por 30 minutos a 3PC, com o extrato hidroalc6olico de camomila 
nacional (A) II e camomila eglpcia (B) 0 e induzidos a migrar contra urn gradiente de 
caseina 1% (plv) por 90 minutos a 370C, em camara de Boyden. Gada coluna representa a 
media ± 1 EPM da percentagem de celulas migradas em rela~o aquelas nao-tratadas 
(normatizada em 100% D ), de experimentos independentes submetidos as mesmas 




















c:ontrole 0 ,1 1 10 100 1000 
extrato hfdroalc6ollco de pau-pra-tudo (J.lg/ml) 
Figura 13. Efefto do extrato hldroalc6ollco de pau-pra-tudo sobre a qulmiotaxia de 
leuc6cHos humanos lnduzJda pela caseina. Leuc6citos humanos obtidos de doadores sadios 
toram incubados por 30 minutes a 37°C, com o extrato hidroalc6olico de pau-pra-tudo C e 
induzidos a migrar contra urn gradiente de case ina 1% (p/v) por 90 minutes a 3?0C, em camara 
de Boyden. Cada coluna representa a media ± 1 EPM da percent.agem de celulas migradas em 
rela~o aquelas nao-tratadas (normalizada em 100% ll ), de experimentos independentes 
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conlrole 0 .1 1 10 100 1000 
extrato hidroalc6olico de clp()-suma (J.lg/ml) 
Figura 14. EfeHo do extrato hldroalc6ollco de cip6..suma sobre a qulmlotaxla de 
leuc:6citos humanos lnduzlda pela casefna. leuc6citos humanos obtidos de doadores 
sadios foram incubados por 30 minutes a 3?0C, como extrato hidroalc6olico de cip6-suma• e 
induzidos a migrar contra urn gradiente de casefna 1% (plv) por 90 mnutos a 370C, em 
camara de Boyden. Cada coluna represents a m8dia ± 1 EPM da percentagem de celulas 
migradas em rela~o aquelas nao-tratadas (normalizada a 100% C ), de experimentos 




















c ontrole 0,1 10 100 1000 
extrato hldroalc6ollco de canela~e-veado (Jlg/ml) 
Figura 15. Efelto do extrato hldroalc6olico de canela~e-veado sobre a qulmlotaxla de 
leuc6cltos humanos lnduzlda pela caseina. Leuc6citos humanos obtidos de doadores sadios 
toram incubados por 30 minutes a 37°C, como extrato hidroalc6olico de canela-de-veadcP e 
induzidos a migrar contra urn gradiente de caseina 1% (p/v) por 90 minutes a 3JOC, em cllmara 
de Boyden. Cada coluna representa a media ± 1 EPM da percentagem de celulas migradas em 
rela~o aquelas nao-tratadas (normatizada a 100%Cl ), de experimentos independentes 
submetidos as mesmas concentra¢es {n = 2 a 4; • p ~ 0,05 ** p ~ 0,01 -Teste t sudent). 
Por outro lado, quando tratamento semelhante foi realizado com a 
camomila de origem egfpcia, observou-se urn efeito inibit6rio significativo dose-
dependente inverso, ou seja, na menor concentra~o de extrato utilizada 
{0,1 J.lg/ml) obteve-se maximo efeito inibit6rio, com somente 65,96 ± 4,33% (n = 8; 
p s 0,05) das celulas recuperadas no compartimento inferior da camara. Este 
efeito declinou gradativamente ate que, na concentra~o de 1 OOOJ.lg/ml, a dose 
mais elevada testada, observou-se que 88,7 ± 1,1% (n = 3; p s 0,01) dos PMN 
haviam migrado (Figura 12/B). 
Nossos estudos permitiram observar que os extratos de camomila 
testados mostraram-se significativamente eficientes na inibi~o da quimiotaxia de 
PMN induzida por casefna. Porem, a maxima intensidade desse efeito foi 
distintamente maior para o especime importado em proporcao a dose utilizada, 
provavelmente devido a diferenvas no teor de constituintes entre elas. Ou seja, o 
eteito inibit6rio de -35% observado para a concentra~o de 1 Oflg/ml da camomila 
60 
crescida em solo nacional foi semelhante ao observado na concentração de 
0,1ng/ml da camomila egípcia. 
Outro aspecto interessante deste estudo relaciona-se à curva dose-
resposta de inibição obtida para os dois extratos. Enquanto doses crescentes do 
extrato hidroalcóolico do espécime nacional levaram a um perfil em forma de sino 
invertido, o da importada foi inversamente proporcional à dose testada. É provável 
que o uso de concentrações menores do produto importado possa mostrar um 
perfil similar ao observado com o nacional. 
Assim, o aspecto em forma de sino invertido obtido com a amostra 
nacional, sugere, primeiro, que componentes presentes no extrato interagem com 
receptores comuns à caseína, pois bloqueiam, proporcionalmente à dose usada, a 
quimiotaxia de PMN por ela induzida. Deve-se ressaltar que os leucócitos foram 
pré-tratados com os extratos hidroalcóolicos das plantas por 30 minutos, ao qual 
seguiu-se lavagem exaustiva para retirada do excesso do mesmo, antes de serem 
submetidos ao ensaio de locomoção. Dessa forma, não houve, durante o período 
de indução de quimiotaxia, competição entre a caseína e os componentes do 
extrato por receptores presentes nos leucócitos, uma vez que estes já 
encontravam-se ocupados pela camomila, quando expostos à caseína. 
Segundo, os compostos presentes no extrato de camomila parecem atuar 
também em outros receptores, pois seu efeito antagonista não foi total. Além 
disso, nas concentrações mais elevadas testadas (>10ng/ml), observou-se uma 
diminuição proporcional deste efeito, sugerindo um efeito dessensibilizador de 
receptor. Ensaios de competição entre a caseína e o extrato de camomila por 
receptores presentes nos PMN poderiam, com certeza, colaborar para esclarecer 
o comportamento inibitório observado. 
Ao estudar-se o efeito do extrato hidroalcóolico do pau-pra-tudo em 
ensaios semelhantes aos realizados para a camomila, atividade inibitória também 
foi observada quando comparada às células não tratadas (Figura 13). Porém, esta 
atividade manteve-se muito próxima dos 20% em todas as concentrações 
utilizadas, sendo significativa somente na concentração de 1000ng/ml, quando 
81.6 ± 3,9% das células tratadas foram recuperadas no compartimento inferior da 
câmara (n = 3; p < 0,05). 
Quanto ao extrato hidroalcóolico de cipó-suma, efeito inibitório bastante 
semelhante em todas as doses testadas também foi observado (Figura 14), sendo 
somente as concentrações de 1 e 1000^g/ml estatisticamente significativas, com 
91.7 ± 2,2% (n = 4, p < 0,05) e 96,1 ± 0,7% (n =3, p < 0,05) das células 
recuperadas após migração. Porém, esse efeito inibitório (± 10%) não é, 
farmacologicamente, considerado representativo. 
Embora com efeitos similares, os extratos de pau-pra-tudo e cipó-suma 
mostraram intensidades bastante particulares, sendo aquele pelo menos três 
vezes mais potente na inibição da locomoção leucocitária do que este. 
Já o tratamento prévio de leucócitos com o extrato hidroalcóolico de 
canela-de-veado mostrou uma performance semelhante à observada para a 
camomila nacional, porém com intensidade inferior (Figura 15). Embora baixas 
concentrações tenham sido suficientes para inibir de forma significativa a migração 
de PMN induzida por caseína, máximo efeito ocorreu na dose de lO^g/ml, quando 
85,4 ± 2,4% (n = 4; p < 0,01) dos PMN foram recuperados após migração. 
Os resultados aqui apresentados mostraram que os extratos 
hidroalcóolicos de camomila, pau-pra-tudo, e canela-de-veado possuem a 
habilidade de interferir na quimiotaxia de PMN, investigada num sistema in vitro, 
específico para avaliar esta função. Portanto, é possível que a atividade 
antiinflamatória atribuída a essas plantas na medicina caseira, possa estar 
relacionada à sua capacidade de alterar os mecanismos que envolvem o 
recrutamento de células envolvidas na resposta inflamatória. 
Efeitos inibitórios de plantas medicinais sobre a quimiotaxia de PMN como 
os aqui apresentados têm sido descritos para extratos de outras plantas. Por 
exemplo, o extrato das folhas de Phylanthus emblica L. reduziu cerca de 95% a 
quimiotaxia de PMN humanos induzida por LTB4 e /MLP (Inhantola-Vormisto et al 
1997), enquanto 25% de inibição foi verificado para o extrato de Allium sativum 
(Hofbauer et al 2001). Extrato de chá verde em várias concentrações também 
mostrou-se eficiente em inibir a quimiotaxia de PMN através de uma monocamada 
de células endoteliais (Hofbauer etal 1999). 
Por outro lado, a quimiotaxia constitui uma das etapas de um universo de 
processos que regulam e medeiam sincronicamente as respostas imune e 
inflamatória. Como esses processos são interdependentes, o efeito 
antiinflamatório dos extratos de plantas poderia estar relacionado também a um 
efeito simultâneo interativo de inibição de enzimas pró-inflamatórias, diminuição ou 
eliminação de radicais livres ou efeitos semelhantes aos causados por corticóides, 
dentre outros como proposto por Schinella e colaboradores (Schinella et al 2002), 
os quais interfeririam no recrutamento de PMN ao sítio inflamatório, aliviando ou 
até mesmo erradicando os sintomas característicos da reação inflamatória. 
Portanto, apesar de que os extratos testados no presente trabalho terem 
apresentado resultados sugestivos de sua participação na quimiotaxia, não se 
pode excluir a possibilidade do envolvimento dessas plantas em outros 
mecanismos intracelulares participantes da resposta inflamatória. Estudos mais 
aprofundados desses efeitos poderão ser realizados por meio de ensaios 
experimentais específicos, que investiguem os mecanismos celulares em nível 
molecular. 
Efeito inibitório da dexametasona e dos extratos de plantas medicinais sobre 
a quimiotaxia de leucócitos 
Como demonstrado na seção anterior, os resultados obtidos de atividade 
migratória com os diferentes extratos estudados revelaram distintos graus de 
efeito. Com o objetivo de classificar as diferentes plantas em termos de eficácia, 
comparou-se primeiramente a eficiência dos extratos na sua concentração efetiva 
máxima encontrada com a DEXA (lO^M), usada como referencial de modulação 
negativa nos ensaios de migração (Lomas et al 1991). Num segundo momento, 
comparou-se as plantas testadas entre si e em relação ao controle (células não-
tratadas). 
Como demonstrado na Figura 16, os extratos de camomila nacional e 
importada apresentaram inibição máxima próxima de 34% na quimiotaxia mediada 
por caseína in vitro. Para a camomila egípcia, seu efeito foi semelhante ao 
demonstrado pela DEXA (~30%) nas concentrações de 0,1 a 100 (ig/ml (p<0,1), 
com melhor inibição na dose de 0,1jig/ml. Para a camomila nacional, o melhor 
efeito foi obtido na concentração de lO^g/ml. Também apresentaram inibição 
estatisticamente significativas em relação a DEXA (p>0,1), os extratos de pau-pra-
tudo nas concentrações de 0,1, 10 e 1000^g/ml, e de canela-de-veado, nas 
concentrações de 0,1 e 10^g/ml, sendo máximos nas concentrações de 
1000ng/ml (-20%) e de lO^g/ml (-14%), respectivamente. 
Em contraste, o extrato de cipó-suma não demonstrou, em nenhuma das 
doses testadas, eficiência nesta atividade que pudesse ser comparada à DEXA, 
com valores baixos de inibição da quimiotaxia (-8%). 
Estes estudos não nos permitiram classificar os extratos de plantas 
testados em grupos distintos com relação à eficiência de seu efeito inibitório sobre 
a quimiotaxia de PMN humanos estimulados por caseína, quando comparados 
entre si. Porém, foi possível delinear um perfil de ação para essas drogas vegetais 
como o apresentado na Tabela 6: enquanto os extratos de camomila nacional e 
egípcia, por terem demonstrado maior atividade, comporiam um primeiro grupo 
(Grupo 1), o extrato de pau-pra-tudo, por ter demonstrado resultados significativos, 
mas menos expressivos que os das camomilas, ocuparia uma posição 
intermediária entre os Grupos 1 e 2. Da mesma forma, o extrato de canela-de-
veado, com efeitos de moderado a fraco, faria parte do segundo grupo (Grupo 2) e 
de um terceiro grupo, junto com o extrato de cipó-suma, que apresentou atividade 
porém não-significativa nos ensaios realizados (Grupo 3). 
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Figura 16. Compara~o da eficl6ncla da dexametasona e dos extratos aquosos de 
plantas medicinals sobre a lnlbi~io da qulmiotaxla de leuc6citos humanos. Leuc6citos 
obtidos de doadores sadios pr&-tratados com dexametasona {10-5 M)O, extrato hidroalco6Jico 
de camomila egipcia (0,1J.1g/ml) [J, camomila nacional (10J..Lg/ml) a pau-pra-tudo (1J.lg/ml) 0, 
canela-de-veado (10J.1g/ml) e cip6-suma (1f.191ml) • foram submetidos a mi~o induzida 
por case ina a 1% (plv) em camara de Boyden, por 90 minutos, a 37°C. As colunas representam 
a porcentagem de PMN migrados na concentra~o mais eficiente, recuperados no 
compartimento inferior em relayao a popula~ nao-tratada, normalizada em 100% (n = 3; 
• p ~ 0,1 -Teste t). A tabela mostra as concentra¢es dos extratos hidroalco6Hcos das plantas 
estudadas que foram semelhantes (=) ao efeito inibit6rio demonstrado pela Dexametasona, nas 
condi~aes experimentais testadas. 
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Tabela 6. Comparação do efeito sobre a quimiotaxia 
leucocitária induzida por caseína entre os extratos 
hidroalcoólicos de plantas medicinais, quando 




1 2 3 
Camomila nacional 30 X 
Camomila egípcia 23 X 
Pau-pra-tudo 17 X X 
Canela-de-veado 15 X X 
Cipó-suma 16 X 
(análise de comparações múltiplas, ANOVA - LSD, para 95% de 
confiança). 
Uma justificativa possível para o melhor efeito do extrato de camomila em 
relação às outras plantas estudadas, pode estar no fato de que nenhuma delas 
apresenta grupos de constituintes químicos semelhantes à camomila (Tabela 5), 
capaz de alterar a migração de leucócitos ao foco inflamatório em testes in vivo, a 
exemplo dos flavonóides (Mascolo et al 1988), taninos (Mota et al 1985) ou 
constituintes aromáticos (Isaac 1979, Jakolev & Isaac 1979, Jakolev et al 1983). 
Os extratos de pau-pra-tudo e a canela-de-veado apresentam alcalóides e 
saponinas que também podem estar envolvidos no efeito biológico encontrado. No 
extrato de pau-pra-tudo, por exemplo, a presença significativa de alcalóides 
indólicos (Batista et al 1995), pode ser o grupamento químico potencialmente 
envolvido no efeito inibitório apresentado por essa planta. 
Apesar de todas as plantas testadas possuírem indicação popular 
relacionada a alguma atividade antiinflamatória, a ausência de um grupo químico 
semelhante entre elas não nos forneceu indícios de que uma única classe de 
constituintes pudesse ser a responsável pela inibição quimiotática destas plantas. 
Entretanto, a análise de substâncias puras isoladas dos extratos dessas 
plantas constituiria, então, uma fonte importante de investigação na tentativa de se 
obter respostas ainda mais claras. Porém, é possível que a mistura dessas várias 
substâncias possa ser também, mais efetiva que constituintes específicos isolados 
(Santana-Rios et al 2001, Sarkar & Bhanduri 2001, Hernández-Ceruelos et al 
2002). 
Devido o maior efeito das amostras de camomila (nacional e egípcia), as 
quais apresentaram o mesmo valor de inibição porém, em concentrações 
diferentes, decidiu-se pesquisar possíveis diferenças quantitativas e/ou 
qualitativas nos constituintes desses extratos que pudessem justificar a eficácia 
dessa droga vegetal no ensaio de quimiotaxia proposto. 
Sendo a camomila uma droga aromática, procedeu-se a extração dos 
óleos voláteis, por hidrodestilação com posterior análise em CG-EM, tanto do 
espécime nacional quanto do importado. Os teores de óleo essencial encontrados 
foram de 0,5% (p/v) para a importada e 0,3% (p/v) para a amostra nacional. A 
literatura refere que o teor de óleo essencial nos capítulos florais de camomila 
varia de 0,5 a 1,5% (Salamon 1992, Siani et al 1999, Siani et al 2000) enquanto 
que o teor mínimo na Farmacopéia Brasileira 4a Edição é de 0,4% (Farmacopéia 
1996). Dessa forma, a amostra de camomila nacional já não está dentro do padrão 
exigido para a droga. 
O resultado da análise das amostras em cromatografia gasosa acoplada a 
à espectrometria de massa (CG-EM) apresentou, para a camomila egípcia, um 
perfil cromatográfico semelhante ao descrito na literatura (Jakolev & Isaac 1979, 
Scalia et al 1999), enquanto que a camomila nacional apresentou um perfil 
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Figura 17. Cromatogramas CG-EM do óleo essencial de capítulos florais de camomila 
obtidos por hidrodestilação em Aparelho de Clevenger. Óleo essencial de camomila egípcia 
(A), Óleo essencial de camomila nacional (B) 
Os constituintes de cada óleo foram identificados através de comparação 
dos tempos de retenção com dados da literatura e análise da fragmentação dos 
compostos e intensidade dos picos nos espectros de massa. Como exemplo, a 
artemísia cetona (II) C10H16O, [M+ 152] apresentou no seu espectro de massa 
(Figura 18) fragmentos importantes em m/z 83 (100%) e m/z 69 devido à ruptura 
entre C-3 e C-4. Uma outra fragmentação do composto pode acontecer entre C-5 
e C-6 formando o íon m/z 55 (30%) do radical isobutenila e m/z 97. Ambos 
fragmentos em m/z 97 menos o fragmento em m/z 69, como também se 
subtrairmos o valor de m/z 83 menos m/z 55, fornecem um valor correspondente a 
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Figura 18 - Espectro de massa de artemísia cetona (li) 
Dessa forma foi possível identificar os principais constituintes do óleo 
essencial de ambas amostras, conforme sumariado na Tabela 7 . 
Tabela 7. Constituintes dos óleos essenciais de amostras de camomila nacional e importada obtidos por 
hidrodestilação e analisados por CG-EM, comparados com a literatura. 
Tempo de 
retenção 
Composto Comparação das % de abundância relativa
1 
Referências 
Nacional Egípcia Lit.2 Lit.3 Lit.4 
9,64 Não identificado <0.1 0,41 - - - -
10,35 p-Cimeno (I) - 0,13 - - - 1 
11,67 Artemísia cetona (II) - 0,63 - - - 1 
22,74 Ácido «-decanóico (Hl) 4,47 5,23 - - - 1 
23,06 Éster etílico do ácido «-decanóico - 0,84 - - - 1 
24,95 a-Fameseno (TV) 1,54 5,55 12,8 - 28,17 1, 2 e 4 
25,30 Não identificado 3,21 - - - - -
28,60 Espatulenol (V) 1,62 3,03 2,6 - - 1 e 2 
30,10 Não identificado 1,81 0,53 - - - -
30,66 P-Eudesmol (?) 2,22 1,38 9,25 - - 1 e 2 
30,81 Óxido B do a-Bisabolol (VI) 30,78 9,78 7,8 5 ,0 -7 ,8 4,35 1, 2, 3 e 4 
30,93 Não identificado 3,33 1,96 - - - -
31,59 a-Bisabolol (VII) 16,42 12,29 3,6 0,9 - 2,2 2.31 1, 2, 3 e 4 
31,72 Não identificado 1,53 - - - - -
32,79 Chamazuleno (VIII) 1,47 1,42 <0,5 - 2.39 1, 2 e 4 
33,42 Óxido A do a-Bisabolol (IX) 13,60 46,55 36,6 32,7 - 37,8 41.77 1 , 2 , 3 e 4 
36,74 c/s-en-in-dicicloéter (X) 5,82 5,07 2,7 - - 1 e 2 
37,08 trans- en-in-dicicloéter - 0,67 - - - 1 e 2 
38,42 Ácido «-hexadecanóico (XI) 5,63 1,85 cera - - 1 
38,85 Não identificado - - - -
39,38 Éster etílico do ácido «-hexadecanóico <0,1 0,41 cera - - 1 
42,79 Não identificado 1,40 0,41 - - -
50,07 Hexatriacontano (XII) 2,20 1,34 cera 1 0,50 1 e 4 
1 Baseado na porcentagem de área de cada pico, em apenas uma determinação 
2 Dados obtidos de Scalia et. al, 1999. 
3 Dados obtidos de Jacovlev, 1979. 
4 Dados obtidos de Hemadez-Ceruelos et al, 2002. 
5 Não identificado na literatura consultada (Scalia et. al., 1999). 
Ressalta-se que não foram encontradas na literatura referências com 
relação à presença de p-cimeno (I), artemísia cetona (II), ácido decanóico (III), 
identificados principalmente na amostra importada. Com relação aos compostos 
ácido n-hexadecanóico (XI) e seu éster etílico e o hexatriacotano (XII), a literatura 
apenas cita-os como "cêra", enquanto que pelo peso molecular e pela análise dos 
fragmentos no espectro de massa foi possível identificar a presença desses 
hidrocarbonetos na amostra analisada. 
C14H14 - PM 134 
II 
C ioH160 - PM 152 
III 
C10H20O2 - PM 172 IV 
C15H24 - PM 204 
V 
C10H24O - PM 220 
VI 
CI5H2602 - PM 238 
HO/, 
VII 




( C 1 5 H 2 6 O 2 - P M 2 3 8 ) 
VIII 
C14H16 - PM 184 
C13H112O2 - PM 200 
XI 
C16H3202 - PM 256 
^ ( O W 
XII 
C36H74 - PM 506 
Os resultados obtidos revelaram que a maioria dos constituintes em 
ambos espécimes estão presentes em quantidades aproximadamente 
semelhantes, em concordância com dados citados na literatura (Hernández-
Ceruelos, et al 2002, Jakolev & Isaac 1979, Jakolev, et al 1983, Scalia, et a/1999) 
como o camazuleno 1,47% e 1,42% para a nacional e importada, 
respectivamente. Outros constituintes importantes como o a-bisabolol, foram 
encontrados nas duas amostras em quantidades muito superiores ao citado na 
literatura. No entanto, a maior diferença entre as amostras nacional e importada foi 
a inversão na porcentagem de abundância relativa dos derivados do a-bisabolol. 
Enquanto a literatura cita, para o óxido A do a-bisabolol, um teor de 36%, a 
amostra importada apresentou um teor de 46,6%. Para a amostra nacional, 
encontrou-se 13,60%. Ao contrário, para o óxido B do a-bisabolol, os valores da 
literatura são de 4,35 a 7,8, tendo a amostra importada um valor de 9,78%, 
enquanto que, na amostra nacional, o teor encontrado foi de 30,8%. 
Essa variação nos teores dos constituintes do óleo essencial não deve 
justificar a diferença na atividade das amostras, pois sabe-se que o a-bisabolol é 
citado como um dos responsáveis pela ação antiinflamatória da droga (Jakolev & 
Isaac 1979, Ammon et aI 1996,) enquanto que seus derivados oxidados são 
praticamente inativos (Jakolev ef a/1983). 
Não foi possível neste trabalho uma comparação por CLAE (cromatografia 
líquida de alta eficiência) dos teores de flavonóides nos extratos das amostras 
utilizadas para avaliar se a apigenina ou derivados pudessem apresentar alguma 
interferência nos resultados encontrados. 
Contribuição ao estudo do mecanismo de ação do extrato hidroalcóolico de 
camomila sobre a quimiotaxia de leucócitos humanos 
Os resultados de nossos estudos descritos acima indicaram que, embora 
com intensidade variável, todos os extratos hidroalcóolicos das plantas 
investigadas apresentaram atividade inibitória sobre a quimiotaxia de PMN 
humanos induzida pela caseína. Dentre eles, os extratos de camomila mostraram 
efeito surpreendentemente elevado, até mesmo maiores que aquele demonstrado 
pela droga padrão DEXA, nas condições experimentais usadas. 
Porém, este efeito foi sobre a quimiotaxia especificamente estimulada 
pela caseína, um peptídeo que interage com receptores opióides, presentes na 
superfície de PMN (Lewis & Van Epps 1983, Makman et al 1995), como revisto na 
introdução desta dissertação. Esta associação nos levou, então, a formular a 
hipótese de que o efeito biológico dos extratos de camomila sobre a quimiotaxia 
poderia estar, de alguma forma, relacionado a uma interacao com receptores 
opi6ides. 
0 pre-tratamento de celulas-alvo com agonistas ou antagonistas rem sido 
usado como uma das metodologias para se evidenciar a influencia de urn dado 
receptor em mediar urn efeito (Baggiolinr & Moser 1997). Neste contexto, decidiu-
se investigar o efeito de dois compostos opi6ides sobre o comportamento 
migrat6rio de leuc6citos humanos no sistema experimental. Optou-se, entao, pela 
morfina e pela naloxona, as quais medeiam seus efeitos atuando sobre receptores 
J.l., o e K (Carr eta/ 1988, Carr et a/1989, Makman et a/1995). 
Os efeitos do tratamento previo de leuc6citos humanos obtidos de 
individuos do grupo I, por 10 mihutos a 37°C, com mortina e naloxona (10-7 M), 
isolados ou em combina<;ao, antes de serem submetidos a migra~o contra um 






















Figura 19-. Efeito do extrato hldroalcoollco de camomlla e de drogas oploides sobre a 
qulmlotaxia de leuc6cltos humanos. Leuc6citos de doadores sadios foram pre-tratados 
eom extrato de camomila egipcia (0,1J.Lg/mi)C , morfina (10-7 M)D e naloxona (10-7 MJJ , 
isolados e em associa~o e, entao, submetidos a migra~o induzidos por caseina a 1% 
(p/v) em camara de Boyden, por 90 minutos, a 37°C. As colunas representam a 
porcentagem de PMN migrados em retac;ao a popula~o nao-tratada D , normalizada em 
100% (n = 2 a 7; * p ~ 0,05, ** p ~ 0,01- Teste t sudent). 
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Para a morfina, 83,2 ± 2,9% (n = 7; p £ 0,01) dos PMN foram recuperados 
no compartimento inferior do sistema quando comparados às populações não 
tratadas. Para a naloxona, esses valores foram de 83,7 ± 3,3% (n = 6; p s 0,01), 
muito próximos aos observados para a morfina. Quando naloxona e morfina foram 
testadas simultaneamente, um efeito inibitório aditivo, porém parcial, na migração 
leucocitária foi observado, com somente 73,2 ± 7,9% (n = 2) de PMN migrando 
ativamente. 
Embora o tratamento simultâneo com os opióides não tenha sido 
estatisticamente significativo (provavelmente pelo número pequeno de 
experimentos), nossos resultados estão de acordo com os efeitos inibitórios 
relatados tanto para a morfina como para a naloxona, quando independentemente 
testadas em condições similares ou usando agentes quimioatraentes diferentes da 
caseína, como /MLP ou soro ativado (Marcoli et al 1988, Pasotti et al 1992). Além 
disso, eles são sugestivos de que a caseína interage com os mesmos receptores 
opióides com os quais a morfina e a naloxona, isoladamente, têm afinidade. 
Assim, o efeito aditivo observado quando as duas drogas foram usadas 
no ensaio, sugere que a caseína interage com receptores que são comuns à 
morfina e à naloxona, demonstrado pela redução parcial do efeito inibitório. De 
fato, a morfina é uma droga agonista clássica que parece ligar-se especificamente 
a receptores opióides do subtipo enquanto a naloxona atua em pelo menos três 
tipos de receptores, de forma seletivamente diferente, ou seja, N > 8 > K (Baker & 
Meert 2002). 
Importante, neste contexto, é destacar que todos esses tipos de 
receptores já foram descritos na superfície de PMN (Carr et al 1988, Carr et al 
1989, Makman et al 1995). Porém, essa nossa hipótese deve ser melhor 
investigada repetindo-se esses ensaios, mas de forma competitiva entre as partes 
testadas, onde fixar-se-ia a concentração de uma das drogas e usar-se-ia doses 
variáveis da outra (e/ou vice-versa). 
Um aspecto interessante desta série de experimentos relaciona-se ao 
contrastante efeito aditivo da atividade quimiotática dos PMN encontrado quando 
estes foram primeiro tratados com a naloxona e, em seguida, pela morfina. A 
literatura é farta em mostrar que a naloxona é uma droga antagonista "clássica", 
que inibe a ligação da morfina e conseqüentemente a maior parte das atividades 
dessa droga, em particular aquelas relacionadas às atividades funcionais dos 
leucócitos (Rang etal 2001). 
Com relação à quimiotaxia de leucócitos, este antagonismo têm sido 
amplamente descrito, mas deve ser ressaltado que a maioria, senão todos, os 
estudos utilizam substâncias outras que a caseína, como o /MLP, TNF-a ou 
citocinas, particularmente as IL-1 e IL-8, como agentes quimioatraentes (Perez -
Castrillon et al 1992, Makman et al 1995, Chao et al 1997, Grimm et al 1998a, 
Grimm et al 1998b). Como relatos de efeitos dessas drogas em combinação sobre 
essa atividade induzida pela caseína não foram encontrados, nossos resultados 
adicionam mais um tipo de atividade à já ampla lista de ações farmacológicas 
descritas para essas drogas. 
Com os resultados obtidos decorrentes do uso de opióides em nosso 
sistema, decidiu-se investigar a possibilidade de que o efeito inibitório na migração 
de PMN causado pelo extrato hidroalcóolico de camomila pudesse ser mediado 
via receptor opióide. 
Numa primeira série de experimentos, leucócitos humanos foram tratados 
por 10 minutos a 37°C, com morfina e naloxona independentemente, seguindo-se 
uma incubação, por 30 minutos a 37°C, com extrato hidroalcóolico de camomila 
egípcia (0,1 mg/ml), antes de serem submetidos ao ensaio de migração induzido 
pela caseína. Na segunda série de experimentos, alterou-se a ordem dos 
tratamentos, ou seja, os leucócitos foram primeiro tratados com o extrato e, 
depois, com a morfina ou com a naloxona. 
Enquanto o tratamento com extrato de camomila mostrou uma diminuição 
significativa da migração de PMN (67,9 ± 5,4%; n = 5; p < 0,05), já anteriormente 
demonstrada, tratamento prévio com a morfina ou com a naloxona levaram a uma 
diminuição dessa atividade, quando 81,7 ± 9,2% (n = 4) e 79,2 ± 4,1% (n = 3), 
respectivamente, de PMN foram recuperados. 
Por outro lado, ao tratar os leucócitos primeiramente com extrato de 
camomila e, em seguida, com morfina ou naloxona, o efeito inibitório observado foi 
mais intenso do que o obtido com a combinação anterior, com uma percentagem 
de 69,4 ± 9,3% (n = 3; p £ 0,05) e 69,9 ± 12,7% (n= 3) de PMN recuperados, 
respectivamente. 
Nos experimentos em que os leucócitos foram primeiramente tratados 
com os opióides e, em seguida, com o extrato de camomila, observou-se que os 
-18% e -20% de inibição obtidos quando morfina e naloxona foram usados, 
respectivamente, foram similares à inibição apresentada quando os leucócitos 
foram incubados somente com os opióides (-16%). Quando tratou-se os 
leucócitos primeiro com extrato de camomila e, posteriormente, com os opióides, a 
inibição observada de -30% aproximou-se àquela resultante quando somente o 
extrato foi testado (-32%). 
Com estas duas séries de experimentos, foi possível observar que o 
tratamento com morfina ou naloxona parece ter impedido que a camomila 
exercesse seu efeito inibitório sobre a quimiotaxia dos PMN e vice-versa, 
sugerindo que o efeito dessa planta na migração dos neutrófilos possa envolver 
receptores opióides e, além disso, de diferentes tipos. Para um melhor 
esclarecimento dessa hipótese seria necessário, por exemplo, executar esses 
experimentos tratando-se previamente os leucócitos com substâncias que 
bloqueiam especificamente os diferentes tipos de receptores opióides antes de 
submetê-los ao tratamento com o extrato de camomila seguida dos ensaios de 
quimiotaxia. 
Nossos resultados são de particular relevância do ponto de vista 
terapêutico. Como a camomila, na forma de extrato hidroalcóolico, mostrou 
atividade inibitória na locomoção de PMN por interagir com receptores opióides, é 
possível que seu uso popular, principalmente na forma de chás, para o tratamento 
e/ou alívio de distúrbios relacionados à má digestão, cólicas intestinais 
(principalmente em crianças de tenra idade) e sedativo esteja relacionado à sua 
capacidade de interagir com receptores opióides, os quais têm distribuição ubíqua 
no organismo dos mamíferos, particularmente nos sistemas nervoso e 
gastrointestinal (Rang et al 2001). 
O conjunto de dados apresentados neste estudo revelaram alguns 
aspectos interessantes e desconhecidos com relação à atividade farmacológica da 
camomila. Embora esta planta seja uma das mais bem estudadas por causa de 
seus amplos e benéficos efeitos medicinais, não há relatos referentes à sua forma 
de ação sobre a atividade migratória de células que participam direta e ativamente 
da resposta inflamatória. 
Como muitos compostos com atividades biológicas definidas já foram 
isolados desta planta, de particular interesse seria investigar quais 
corresponderiam aos efeitos aqui relatados para o extrato hidroalcóolico. 
Os dados aqui apresentados e as considerações que deles puderam ser 
derivadas acrescentam evidências adicionais às ações antiinflamatórias 
amplamente descritas para a camomila, dos quais efeitos terapêuticos podem ser 
explorados. 
CONCLUSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial antiinflamatório 
das plantas Anchieta pyrifolia (Mart) G. Don, Hybanthus bigibbosus (St-Hil.) 
Hassler e Rauwolfia sellowii Muell. Arg, conhecidas popularmente como cipó-
suma, canela-de-veado e pau-pra-tudo, respectivamente, as quais vêm sendo 
usadas popularmente pelos seus efeitos medicinais. Incluiu-se neste trabalho, a 
Chamomilla recutita (L.) Rauschert, a popular camomila, por ser uma planta 
dotada de diversos efeitos antiinflamatórios comprovados cientificamente. 
Dentre os vários processos metabólicos envolvidos na resposta 
inflamatória, investigou-se, particularmente, o efeito dessas plantas sobre a 
quimiotaxia de leucócitos humanos, usando o método in vitro idealizado por 
Boyden. 
Para alcançar este objetivo, a parte experimental deste trabalho envolveu 
três fases. A primeira consistiu na padronização da técnica de migração 
leucocitária em câmara de Boyden. O preparo das matérias-primas vegetais 
constituiu, então, a segunda fase, a qual envolveu a coleta, dessecação e a 
preparação dos extratos hidroalcóolicos das plantas escolhidas. Na terceira etapa, 
esses extratos foram testados no modelo biológico in vitro proposto. 
Dos resultados obtidos com os ensaios de quimiotaxia, apresentados e 
discutidos nas seções anteriores, foi possível estabelecer que (1) a concentração 
ideal de caseína para induzir o máximo de migração de PMN humanos, sejam eles 
provenientes de indivíduos sadios ou portadores de processos inflamatórios, foi a 
de 1 %; (2) o tempo de incubação mínimo necessário para que ocorresse máxima 
migração foi de 90 minutos, independente da fonte de leucócitos humanos usados 
e, finalmente, que (3) a caseína usada demonstrou capacidade de induzir não só 
quimiocinese, mas também potente atividade quimiotática em leucócitos humanos. 
Por outro lado, os ensaios de quimiotaxia de leucócitos humanos induzidos 
a migrar contra um gradiente de caseína realizados demonstraram atividade 
inibitória, de intensidade variável, para cada um dos extratos testados. Notável, 
significativo e até agora não relatado foi o efeito inibitório causado pelos extratos 
de pau-pra-tudo, canela-de-veado e, particularmente, o de camomila, que se 
assemelharam ao mediado pela DEXA. 
Neste contexto, um aspecto particularmente interessante refere-se às 
amostras de camomila nacional e importada testadas, onde uma diferença de 
concentração 100 vezes maior entre elas foi necessária para promover atividade 
farmacológica semelhante. Análise por CG-EM dos seus óleos essenciais, obtidos 
por hidrodestilação, revelaram diferenças quantitativas referentes aos óxidos A e B 
do a-bisabolol. 
Embora surpreendente, não foi possível associar a atividade biológica 
demonstrada pelos extratos à presença de um componente ou grupo químico 
específico. 
Um outro aspecto que vale a pena ser destacado, decorrente dos estudos 
da influência dos extratos sobre a quimiotaxia dos leucócitos, foi o observado para 
o extrato de camomila. Numa tentativa de esclarecer seu mecanismo de ação, 
nossos estudos demonstraram uma provável mediação desses efeitos via 
receptores opióides, o que poderia justificar seu amplo uso popular como 
estomáquica e sedativa. 
Estudos mais aprofundados são necessários, particularmente para 
esclarecer os mecanismos responsáveis pela atividade biológica aqui investigada 
em níveis celular e molecular. Muitos dos resultados apresentados neste estudo 
ainda não foram relatados e constituem uma base rica de dados científicos 
referentes às atividades farmacológicas dessas plantas, que pode servir como 
fonte preliminar de informações para investigações futuras. 
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3.5. -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
a) A proposta deste projeto é estabelecer um painel de ensaios biológicos in vitro, que 
possam, de forma dinâmica, demonstrar a atividade antiinflamatória de constituintes de 
plantas medicinais tradicionalmente utilizadas pela população em processos inflamatórios e, 
simultaneamente, contribuir para a elucidação dos mecanismos celulares e moleculares 
envolvidos. 
b) Caso você participe da pesquisa, uma quantidade de sangue será destinada a separação 
dos leucócitos para padronização das técnicas de migração leucocitária. Aos pacientes 
internados, tal separação se sucederá após a realização dos exames requisitados pelo 
clínico. Sendo assim, apenas amostras previamente prescritas, pelo clínico serão 
manipuladas diminuindo riscos e desconforto da punção venosa. 
c) Para doadores voluntários sadios:Como em qualquer outro diagnóstico clínico-laboratorial 
você poderá experimentar alguns desconfortos, principalmente relacionados à coleta de 
sangue, por punção venosa. 
d) Estão garantidas todas as informações pertinentes ao projeto, antes, durante e depois do 
estudo. 
e) A sua participação neste estudo é voluntária. Você tem a liberdade de se recusar a 
participar do estudo, ou se aceitar participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. 
f) Se qualquer informação relacionada ao estudo for divulgada em relatório ou publicação, isto 
será feito sob forma codificada, para que a confidencialidade do doador seja mantida. 
g) Todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa ( exames, etc...) não são 
da responsabilidade do doador. 
h) Pela sua participação no estudo, você não receberá qualquer valor em dinheiro. 
i) Quando os resultados forem publicados, não aparecerá seu nome, e sim um código. 
Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do 
estudo do qual fui convidado a participar. Eu entendi que sou livre para interromper minha 
participação no estudo a qualquer momento sem justificar minha decisão e concordo 
voluntariamente em participar deste estudo. 
Assinatura do doador 
/ / 
Data Nome do pesquisador 

• MINISTÉRIO DA DEFESA 
EXERCITO BRASILEIRO 
ç M S - 5" RM / DE 
HOSPITAL GERAL DE CURITIBA 
Of na OOl/CEM- HGeC 
Curitiba - PR, 18 de Julho de 2002. 
Da: Comissão de Ética Médica do Hospital 
Geral de Curitiba (HGeC). 
Do: Prof. Df. Roberto Pontarollo Chefe 
do Departamento de Fannácia - Setor de 
Ciência da Saúde - UFPR. 
Assunto: Projeto de Pesquisa. 
1. Trata o presente expediente do projeto de pesquisa intitulado "Estudo in 
vitro da influência de compostos isolados de plantas medicinais nas respostas 
inflamatórias mediadas por leucócitos", desenvolvido pela mestranda Mayra Marinho 
Presibella, regulannente matriculada no curso de Pós - Graduação em Ciências 
Fannacêuticas do Setor de Saúde da UFPR, sob a orientação do Pro f. Dr. Cid Aimbiré de 
Moraes Santos e co-orientação da Prof. Dr.a Almeirane Maria Weffort Santos. 
2. Após análise do projeto em questão, registrado no Banco de Pesquisas 
da UFPR sob o número 2001009704, esta Comissão de Ética Médica deliberou quanto a 
lisura e o cumprimento das normas de Ética Médica para pesquisa na área de saúde, 
concluindo que o projeto supracitado cumpre todas as normas legais. 
3. Isto posto, a mestranda em questão poderá desenvolver e concluir a 
coleta de amostra de pacientes baixados neste hospital bem como dos usuários do HGeC, 
(mediante a assinatura do termo de consentimento livre esclarecido) cujo os exames 
laboratoriais foram previamente designados pela Clínica Médica, sem qualquer 
procedimento invasivo adicional ao paciente, uma vez que, tais amostras seriam 
desprezadas. 
Secretário da 
JUVENAL D. OZELIN 
Maj Med CRM-PR 18638 
Idt 0857047B3-1(EB) 

HOSPITAL DE CLINICAS 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 
Curitiba, 27 de novembro de 2.002. 
limo (a) Sr. (a) 
Dra. Mayra Marinho Presibella 
Nesta 
Prezada Senhora: 
Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado "ESTUDO 
INVITRO DA INFLUÊNCIA DE COMPOSTOS ISOLADOS DE PLANTAS 
MEDICINAIS NAS RESPOSTAS INFLAMATÓRIAS MEDIADAS POR 
LEUCÓCITOS", foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 
Seres Humanos do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, em 
reunião realizada no dia 26 de novembro de 2002, o referido projeto atende aos 
aspectos das Resoluções CNS 196/96, 251/97 e 292/99, sobre Diretrizes e Normas 
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos. 
Protocolo CEP-HC N° 066EXT020/2002-11 
Atenciosamente 
Prof. DrTKénato Tambara Filho 
Coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa em 
Seres Humanos do Hospital de Clinicas - UFPR 
